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Fortgesetzte Untersuchungen iiber das Verhalten der 
Brenztraubensaure im Tierkérper. 
III. Mitteilung. 
Zur Frage der Bildung von Zucker und Milchsiuren aus 
Brenztraubensaure. 
Von 
Paul Mayer (Karlsbad). 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Juli 1913.) 


Nachdem ich in einer friiheren Arbeit’) festgestellit hatte, daB 
Zufuhr von Brenztraubensaure bei Kaninchen und Hunden zu einer 
Glucosurie fihrt, die durch eine Hyperglykamie bedingt ist, 
habe ich in eincr zweiten Abhandlung*) die wichtige Frage er- 
értert, ob Brenztraubensiure im Organismus Zucker bilden kénne, 


Versuche, die ich an Kaninchen und Hunden mit Phlorizingluco- 
surie angestellt hatte, hatten zu folgenden Ergebnissen gefiihrt: 

1. In geeigneter Dosis verabfolgt, bewirkt die 
Brenztraubensaiure bei Kaninchen und Hunden mit 
totalem Phlorizindiabetes eine schwere Schadigung 
der Nieren, so daB das Nierenfilter fiir Zucker und 
stickstoffhaltige Derivate mehr oder minder gedichtet 
wird und infolgedessen die Zucker- und Stickstoff- 
ausscheidung betrachtlich absinkt. 

2. Auchindenjenigen Fallen, wo das Eliminations- 
vermégen der Nieren nicht erkennbar beeintrachtigt 
wird, bewirkt die Brenztraubensaéure, in geniigend 
groBer Menge zugefiihrt, beim Phlorizintier keine 
Ausscheidung von Extrazucker. 

Ich habe dann ausgefiihrt, da trotz dieser negativen Er- 
gebnisse keineswegs die SchluBfolgerung gerechtfertigt ist, daB die 
Brenztraubenséure kein Zuckerbildner ist, und ich habe dargelegt, 
aus welchen Griinden mir der Phlorizinversuch zur Entscheidung 
dieser und analoger Fragen durchaus ungeeignet erscheint. 

1) P. Mayer, diese Zeitschr. 40, 441, 1912. 


*) P. Mayer, diese Zeitschr. 49, 486, 1913. 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 
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P. Mayer: 


In zwei jiingst erschienenen Mitteilungen berichten die 
Herren A.J. Ringer’) sowie H. D. Dakin und N. W. Janney’) 
iiber ahnliche Versuche. Beide Autoren behaupten, im Gegen- 
satz zu meinen Resultaten niemals eine Abnahme der Zucker- 
und N-Ausscheidung, sondern im Gegenteil eine wenn auch 
relativ unbedeutende Bildung von Extrazucker beob- 
achtet zu haben. 

Ringer meint nun, den Unterschied zwischen meinen und 
seinen Befunden auf einen Gehalt meiner Brenztraubenséure an 
Weinsaure(!)zuriickfiihren zu sollen. Allein diese Annahme schwebt 
voéllig in der Luft. Ich habe ebenso wie Ringer Kahlbaumsche 
Brenztraubensaure zu verschiedenen Zeiten bezogen. Abgesehen 
davon, daB Weinsiure — im Gegensatz zu Ringers Annahme — 
iiberhaupt nicht destillierbar ist, sich also nicht in der Brenz- 
traubensdure vorfinden kann, habe ich diese Saure wiederholt 
auf Reinheit gepriift. Sie gab mit p-Nitrophenylhydrazinacetat 
nahezu die theoretische Menge des typischen Hydrazons und war 
optisch-inaktiv; auch 1laBt sich kein schwerlésliches Ka-Salz, 
wie es fiir die Weinsiure charakteristisch ist, daraus herstellen*). 

Wenn also die amerikanischen Autoren grundlos die Rein- 
heit meines Ausgangsmaterials verdachtigen, so diirfte eher das 
umgekehrte Verhaltnis obwalten. 

Denn es ist bekannt, daB bei einfacher Neutralisation der 
Brenztraubensaure, wie sie zur Darstellung von Salzen aus freien 
Sauren iiblich ist, weitgehende Veranderungen der empfindlichen 
Brenztraubenséure zu Substanzen mit 6 Kohlenstoffatomen und 
Derivaten solcher stattfinden. Ich selbst habe diesem Verhilt- 
nisse stets Rechnung getragen*) und auf ihre Bedeutung hin- 
gewiesen, wahrend in den vielen Arbeiten anderer iiber Verab- 
folgung von Brenztraubensaiure nirgendwo davon die Rede ist. 
Ich empfehle daher zur Aufklarung der Differenz Versuche dar- 
iiber, ob und wieviel Brenztraubensiure in den verwendeten 
Lésungen von brenztraubensauren Salzen noch vorgelegen hat. 

Meine Alteren®) ausdriicklich hervorgehobenen Befunde 
von Milchsaéure im Urin der mit Brenztraubensaure be- 


1) Journ. of Biolog. Chem. 15, 145, 1913. 

*) Journ. of Biolog. Chem. 15, 177, 1913. 

%) Beim Erhitzen mit Kalilauge in konzentrierter Lésung und nach- 
herigen Zusatz von Eisessig entsteht allmahlich ein Niederschlag. Dabei 
handelt es sich um Kaliumoxalat, entsprechend der bekannten Zer- 
setzung der Brenztraubensiure beim Kochen mit Alkalien. 

*) Diese Zeitschr. 49, 489, 1913. 

5) Diese Zeitschr. 40, 444, 1911. 





Uber Bildung von Zucker u. Milchsauren aus Brenztraubensaure. III. 3 


handelten Tiere sprechen auch gegen die etwas simple Annahme 
Dakins (1. c.), daB in meinen Versuchen die Bedingungen fiir eine 
Reduktion von Brenztraubensiure zu Milchsiure nicht giinstig 
gewesen seien. Diese Reduktion soll aber nach den Ansichten der 
Autoren fiir die Zuckerbildung die nétige Zwischenstufe bilden. 
Es ist nicht recht einleuchtend, daB zur Glykogenie auch in jenen 
Fallen nicht genug Milchséure zur Verfiigung gestanden haben 
solle, wo sie sogar iiberschiissig im Harn erschienen ist. Im 
iibrigen habe ich*) denselben, jetzt von Dakin und Janney 
ausgesprochenen Gedanken, daB beim Phlorizinversuche ge- 
legentlich die Reduktion der Brenztraubensaiure unterbleiben 
k6énne, langst vor ihnen erértert! 

Obgleich nach neueren Anschauungen’) d- wie 1-Milchsdure 
in gleicher Weise als Zuckerbildner fungieren sollen, méchte ich 
noch hervorheben, daB ich inzwischen meine friiheren Be- 
funde von Milchsaure im Urin mit Brenztraubensaure 
gefiitterter Tiere ergainzt habe. 

In der damals von mir beschriebenen Weise wurde der 
Urin mit Ather extrahiert. Der Riickstand des Atherauszugs 
wurde in die Zinksalze iibergefiihrt. Nach Filtration vom zuerst 
ausfallenden d,1-Zinklactat wurde auf Alkoholzusatz eine zweite 
Krystallisation erhalten. Diese Krystalle wurden abgesaugt und 
zweimal aus heiBem Wasser umgelést. Auf diese Weise erhielt 
ich ein Salz, das ziemlich reines d-Lactat war. Es enthielt 
13,11°/, H,O, und die entwisserte Verbindung gab 33,74°/, 
ZnO; die Substanz wies die Drehung [a], =— 7,38° auf. 

Im Urin von Brenztraubensaure-Tieren kommt 
also neben inaktiver auch aktive Milchsaure vor. 

Welches die Griinde fiir die divergierenden Ergebnisse beziig- 
lich der direkten Bildung von Traubenzucker aus Brenztraubensaure 
auch sein mégen, eine Beweiskraft vermag ich den Angaben der 
amerikanischen Forschner nicht zuzumessen, um so weniger, als ich 
jedes Eingehen auf meine Kritik des Phlorizinversuchs vermisse. 


1) P. Mayer, dies» Zeitschr. 49, 500, 1913. — Herrn Ringer 
méchte ich noch darauf aufmerksam machen, da8 die von ihm (I. c.) jetzt 
vorgesehenen Versuche mit der Oxalessigsaure von mir friiher (I. c.) 
ausdriicklich angekiindigt und in bestimmter Richtung (diese Zeitschr. 
50, 283, 1912) auch schon ausgefiihrt sind! 

*) Vgl. C. Neuberg, ,,Die Garungsvorginge und der Zuckerumsatz 
der Zelle“, Monogr. bei G. Fischer, Jena, 1913, S. 24. 
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Uber einen einfachen Nachweis der Glucuronsaure im 
diabetischen Harn. 


Von 
Omer Schewket (Tiirkei). 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Institutes der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Juli 1913.) 


Wiahrend der eindeutige Nachweis kleinster Mengen Glu- 
curonséure im Harn friiher besondere Schwierigkeiten bereitet 
hat, gelingt es mit dem von Neuberg und mir beschriebenen 
Verfahren’) mit groBer Leichtigkeit, schon in 10 ccm Urin bzw. 
noch weniger die genannte Substanz sicher nachzuweisen. Das 
Verfahren von Neuberg und Schewket griindet sich auf den 
Umstand, daB die Glucuronsiure im Harn primar in Form 
gepaarter Glucuronsiuren vorkommt, die aus wasseriger 
Lésung mit alkoholhaltigem Ather ausgeschiittelt werden kénnen. 

Die Arbeitsweise besteht darin, daB 10 ccm Harn mit etwa 
2 cem verdiinnter Schwefelsiure oder Phosphorsiure bis zur 
deutlich sauren Reaktion versetzt werden. Man gibt alsdann 
10 ccm gewodhnlichen Alkohol und 20 ccm Ather hinzu und 
schiittelt kraftig um. Beim Stehen oder auf Zusatz von einigen 
Kubikzentimetern gesattigter Kochsalzlésung hebt sich die Ather- 
schicht gut ab. Man 1a6t alsdann die wisserig-alkoholische Zone 
ab und schiittelt die Atherschicht mit 2 bis 3ccm Wasser oder 
starker Kochsalzlésung durch. Nach erfolgter Sonderung der 
Schichten trennt man im Scheidetrichter und filtriert die athe- 
rische Lésung durch ein kleines trockenes Filter in eine Porzellan- 
schale. Man vertreibt alsdann den Ather auf dem Wasserbade 
nach vorheriger Zugabe von 5 ccm Wasser. Den wasserigen 


1) C. Neuberg und O. Schewket, diese Zeitschr. 44, 502, 1912. 
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Riickstand priift man ohne Riicksicht auf etwaige Triibungen 
in der friiher angegebenen Weise mittels der Orcin- und Naphto- 
resorcinprobe. 

Es war von vornherein kaum zweifelhaft, daB sich dieses 
iiberaus einfache Verfahren auch bei zuckerhaltigen Harnen 
wiirde anwenden lassen, wo sonst das gemeinsame Vorkommen 
von Zucker und Glucuronsiure den Nachweis der letzteren um- 
standlich macht. 

So empfiehlt neuerdings A. Jolles*), 200 bis 400 cem Urin mit Blei- 
acetat auszufillen, den abgesetzten Niederschlag abzufiltrieren, die Faillung 
selbst aber 3 bis 4mal mit je 400cem Wasser zu dekantieren. Das 
erste Filtrat wird alsdann mit Bleiessig ausgefillt und der entstandene 
Niederschlag 3 bis 4mal ausgewaschen. Der Bleiacetat- und Bleisub- 
acetatniederschlag werden sodann vereinigt. und nach dem Verriihren mit 
Wasser bei 60 bis 70° mit Schwefelwasserstoff nunmehr bis zur vdlligen 
Zerlegung der Bleisalze behandelt. Das Filtrat vom Bleisulfid endlich 
wird eingeengt und dient zur Anstellung der Naphtoresorcinprobe. 

Zu diesem an sich wohl meist brauchbaren Verfahren von 


Jolles muB8 folgendes bemerkt werden: 

1. Bekanntlich werden durchaus nicht alle gepaarten 
Glucuronséuren durch Bleizucker und Bleiessig niedergeschlagen, 
sondern erst durch Bleiessig plus Ammoniak ausgefillt. 


2. Das Jollessche Verfahren ist weit umstindlicher und 
zeitraubender als die von mir mit Neuberg angegebene Ar- 
beitsweise. 

3. Wahrend man bei letzterer 10 ccm Harn bendtigt, oft 
sogar mit der Hialfte auskommt, verwendet Jolles die 20 bis 
40fache Urinmenge (200 bis 400 ccm). 

4. Da durch normales, namentlich durch basisches Blei- 
acetat in Fliissigkeiten physiologischer Provenienz, insbesondere 
im Harn, Substanzen der Pentosengruppe niedergeschlagen 
werden kénnen, so muB man sich bei der Arbeitsweise von 
Jolles des wichtigen Vorteils begeben, das Ergebnis der Naphto- 
resorcinreaktion mittels der Orcinprobe zu kontrollieren.*) 

In allen den erwihnten Punkten ist das Ausschiittelungs- 
verfahren mit alkoholhaltigem Ather iiberlegen. Mit seiner 


1) A. Jolles, Zeitschr. f. physiol. Chem. $1, 204, 1912. 

*) Denn die Naphtoresorcinprobe allein ist vieldeutig wie die Pen- 
tosenproben. Von itherléslichen Substanzen, welche beide Reaktionen 
geben, diirften in der Natur bisher nur die gepaarten Glucuron- 
saéuren aufgefunden sein. 
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6 O. Schewket: Einfacher Nachweis der Glucuronséure usw. 


Hilfe habe ich in zuckerhaltigen Harnen von 0,2°/,, 0,4°/,, 
1,0°/,, 1,9°/, und 3,1°/, Glucose unter Verwendung von 10 ccm 
dieser Urine in einfacher Weise die Glucuronsiure nachweisen 
k6nnen. 

In manchen Fallen habe ich schon im Atherauszug von 
5 ccm Zuckerharn kraftige Glucuronsdéurereaktion bekommen 
in Ubereinstimmung mit der von Paul Mayer’) mitgeteilten 
Erfahrung, daB Diabetiker 6fter eine verstirkte Glucuronsaure- 
ausscheidung aufweisen. 

Es sei noch darauf hingewiesen, daB das Verfahren mit 
der Atherextraktion bei beliebigen Kohlenhydraturien, auch bei 
Pentosurie, anwendbar ist. Selbstverstindiich mu8B der Urin 
in méglichst frischem Zustande untersucht werden, da beim 
Stehen eine Spaltung gepaarter Glucuronsiure eintreten kann 
und freie Glucuronsiure nicht mehr in alkoholhaltigen Ather 
iibergeht. Bei solchen Harnen diirfte die Methodik von Jolles 
sicherlich die beste sein. 

Wenn frischer Harn eine auffallend schwache Glucuron- 
siurereaktion beim Atherextraktionsverfahren liefert, eine sehr 
starke dagegen bei direkter Priifung des Urins bzw. bei Ver- 
arbeitung seiner Bleifallungen, so wird man an eine Zersetzung 
des Harns in der Blase oder an ein Vorkommen von Kérpern 
denken miissen, die nichts mit gepaarter Glucuronsdure zu tun 
haben, aber eine kriftige Naphtoresorcinreaktion liefern’). 


1) Paul Mayer, s. bei C. Neuberg, ,,.Der Harn“, Handbuch, S. 444. 
*) C. Neuberg und J. A. Mandel, diese Zeitschr. 13, 148, 1908; 
ferner C. Neuberg, ,Der Harn‘, Handb., 8. 434 bis 436. 





Uber das Verhalten von JodeiweiB im Organismus. 


Von 
J. Wohigemuth und B. Rewald. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen 
Instituts, Berlin.) 


(EHingegangen am 30. Juli 1913.) 


In der Jodtherapie spielen auBer den Jodfetten auch die 
JodeiweiBkérper eine erhebliche Rolle. Nun haben aber die 
bisher bekannten und in Anwendung gekommenen tierischen 
EiweiBkérper nur eine begrenzte Fahigkeit, Jod aufzunehmen’). 


So finden wir, da8 z. B. Jodalbacid ca. 10°/, intramolekular ge- 
bundenes Jod enthalt; Jodglidine, ein PflanzeneiweiBpriparat, weist 
denselben Jodgehalt auf usw. Unseres Wissens aber sind die verschie- 
denen driisigen Organe und auch das Gesamtblut noch nicht auf ihr 
Jodbindungsvermégen untersucht worden. 


Es war deshalb sowohl] von theoretischem wie von prak- 
tischem Interesse festzustellen, ob nicht andere als die bisher 
zur Anwendung gelangten Eiwei8kérper ein ebenso starkes oder 
gar starkeres Bindungsvermégen fiir Jod besitzen. Im Laufe 
unserer Untersuchung mit tierischen EiweiBkérpern verschiedener 
Provenienz haben wir die Beobachtung gemacht, daB besonders 
das Blut und seine EiweiBkérper ein relativ recht hohes Bin- 
dungsvermégen fiir Jod besitzen. Wenn man Blut in geeigneter 
Weise mit Jod behandelt, so erhalt man ein Trockenpraparat, 
das 14 bis 15°/, Jod in teils lockerer, teils fester Bindung 
enthalt. Auf keinen Fall jedoch ist darin das Jod direkt mit 
Chloroform, Schwefelkohlenstoff oder anderen Mitteln nach- 


1) Nach einer Zusammenstellung von Samuely ist die durch- 
schnittliche Jodaufnahme tierischer Eiwei8kérper 8,95°/, im Maximum. 
(Biochem. Handlex. 4, 70, 1911.) 
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weisbar, es muB erst zu seinem Nachweise auf geeignete Weise 
in Freiheit gesetzt werden. Andere EiweiBkérper, wie beispiels- 
weise das Nieren-, Leber- oder MilzeiweiB, besitzen kein so 
hohes Bindungsvermégen. Wir sind damit beschiftigt, dieser 
Beobachtung noch weiter nachzugehen und die quantitativen 
Verhaltnisse des Jodbindungsvermégens der einzelnen EiweiBb- 
kérper zu ermitteln, zumal sich gezeigt hat, daB die Jodbindung 
in naher Beziehung zum Reduktionsvermégen der EiweiSkérper 
steht. Hieriiber soll spiater ausfiihrlich berichtet werden. 

Die Darstellung des jodierten Eiwei8kérpers geschieht in einfachster 
Weise, indem defibriniertes Rinder- oder Schweineblut unter Zusatz von 
wenig Essigsiiure koaguliert wird. Hierzu wird, damit das nachherige 
Filtrieren und Abpressen erleichtert wird, ungefihr das 2 bis 3fache 
des urspriinglichen Volumens an Wasser zugesetzt. Nach dem Absetzen 
des Koagulums wird die tiberstehende wisserige, fast farblose Fliissig- 
keit abgegossen, der Riickstand durch Pressen in Tiichern von der 
Hauptmenge der Fliissigkeit befreit und dann im Morser fein zerrieben 
unter Zusatz von 10°/,iger alkoholischer Jodlésung. Zu Anfang geschieht 
die Jodaufnahme fast momentan, spiter langsamer, was durch den je- 
weiligen Ausfall der Chloroformprobe mit Leichtigkeit kontrolliert werden 
kann. Nachdem man die berechnete Menge Jod zugefiigt — ca. 17 bis 
18°/, — (man bestimmt zu dem Zweck erst in einer kleinen Vorprobe 
den Wassergehalt des feuchten Blutbreies), trocknet man das schon 
durch den Alkoholzusatz staubfeine Pulver vollkommen auf dem Wasser- 
bad, wobei das iiberschiissige Jod sich verfliichtigt. Man erhialt so ein 
ziemlich dunkles, lockeres Pulver, das keine Spur mehr ungebundenes 
Jod aufweist, fast geschmacklos ist und ohne Widerwillen auch selbst 
von Kindern gern genommen wird. Es ist in Wasser unléslich, léslich 
in Alkalien. Mit Pepsin und Salzsiure zeigt es auch nach wochenlanger 
.rdauung keine Abspaltung freien Jods, wahrscheinlich entstehen hier- 
bei jodierte Abbauprodukte (Albumosen). Das Priparat enthilt also 
seiner Darstellung nach simtliche Eiwei®kérper des Blutes, mit Aus- 
nahme des Fibrins, und ebenso auch den Gesamteisengehalt des Himo- 
globins. Die Zusammensetzung der Substanz ist: EiweiBsubstanz 81,48°/,, 
J = 15,24°/,, Fe=0,25°/,. Ob dieses noch vollkommen in seiner ur- 
spriinglichen Bindung sich befindet oder ob das Eisen zum Teil sb- 
gespalten ist, liBt sich nicht mit Sicherheit sagen. Sicher ist der griBte 
Teil des Jods fest an das Eiweifi gebunden, und nur ein kleinerer Pro- 
zentsatz ist in lockerer Bindungsform vorhanden. 

Die Vereinigung von Jod mit einem EiweiBpraparat, das 
auBerdem in natiirlicher Bindung noch Eisen enthalt, schien 
uns in therapeutischer Hinsicht besonders wertvoll, zumal man 
in der Praxis vielfach Gelegenheit hat, Jod an Patienten zu 
verordnen, die sich gleichzeitig in einem starken anadmischen 
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Zustand befinden. Bevor aber der Kérper beim Menschen zur 
Anwendung gelangte, war es von Wichtigkeit, sich zu orientieren, 
wie sich der tierische Organismus diesem Praparate gegeniiber 
verhalt. Zu unseren Versuchen benutzten wir das Praparat 
Testijodyl, das vom chem. Institut Dr. L. Oestreicher, Berlin, 
hergestellt wird. 

Da BluteiweiB als solches in ausgezeichneter Weise vom 
tierischen Organismus ausgenutzt wird, wie aus den interessanten 
Untersuchungen von Salkowski') hervorgeht, konnten wir 
schon a priori darauf rechnen, daB das jodierte BluteiweiB 
ebenso gut resorbiert werden wiirde. 

Zu unseren Versuchen verwandten wir sowohl Kaninchen 
wie Hunde, und auch an Menschen wurden einige orientierende 
Versuche ausgefiihrt. Bei den Untersuchungen am Hund be- 


gniigten wir uns damit, festzustellen, ob von dem verabfolgten 
JodeiweiB etwas in den Faeces erscheint und wie sich die Aus- 
scheidungskurve des Jods durch den Urin gestaltet, bei den 
Kaninchen hingegen suchten wir auBer diesen beiden Gesichts- 
punkten gleichzeitig auch die Frage zu entscheiden, ob das 


mit dem JodeiweiB zusammen verabfolgte Eisen einen nennens- 
werten Einflu8 auf den Eisenbestand des Tieres hat. 
Wir lassen nunmehr die Versuchsprotokolle folgen. 


Kaninchenversuche. 


a) Kaninchen, grau, 2150 g, erhalt bei Riibenfiitterung 10 Tage 
hintereinander 1 g des Jodeisenblutpraiparates in feingepulverter Form, 
Die Fiitterung geschicht tiglich, bevor die Tagesfiitterung erfolgt. Das 
Tier zeigte nicht das geringste abnormale Verhalten. Es beginnt gleich 
nach der Verabfolgung das ihm dargebotene Futter zu fressen und be- 
halt seine FreBlust unverindert wihrend des ganzen Versuches bei. 
Harn und Kot werden vollstindig gesammelt. 48 Stunden nach der 
letzten Fiitterung wird das Tier durch Entbluten getétet. Das Tier hat 
innerhalb 10 Tagen ca. 1,5 g Jod und 25 mg Eisen erhalten. 

1. Harn. Gesamtmenge 2150 ccm. 100 cem Harn wurden im 
Nickeltiegel eingedampft unter Zusatz von festem Kaliumhydroxyd, 
dann vorsichtig verkohlt und nach Zugabe von Natrivmnitrat ge- 
schmolzen. In der filtrierten wasserklaren Schmelze wurde der Jod- 
gehalt colorimetrisch nach Anten*) bestimmt. Es wurden in 100 ccm 
Harn 0,04884 g Jod gefunden. Der Gesamtharn enthialt also 1,050 g 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 32, 260, 1901. 
*) Siehe Neuberg, Der Harn, Teil I, S. 811, 1911. 
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Jod. Demnach sind von dem verabfolgten Jod ca. 70°), wieder aus- 
geschieden worden. 

2. Kot. Die Gesamtmenge des Trockenkotes betrug 31,8 g. 10 ¢ 
davon wurden fein zerrieben, 8 g Kaliumhydroxyd zugesetzt und weitere 
30 g Wasser hinzugefiigt. Durch lingeres Erhitzen auf dem Wasserbad 
trat vollkommene Verfliissigung ein. Dann wurde geschmolzen und 
weiter wie sub 1. verfahren. Die graue Schmelze war nach der Auf- 
nahme des Wassers und Filtrieren vollkommen hell. Die Reaktion auf 
Jod fiel vollkommen negativ aus. 

3. Leber. Die Jodreaktion auf die Leber fiel gleichfalls negativ 
aus. Der Rest der Leber wurde in einem Jenenser Rundkolben zwecks 
Untersuchung auf seinen Eisengehalt mittels des Neumannschen Ver- 
aschungsgemisches verascht. Die verdampfte Salpetersiure wurde nach 
dem jeweiligen Verschwinden der braunroten Dimpfe so oft erneuert, 
bis keine nennenswerte NO,-Entwicklung mehr eintrat. Zum Schlu8 
wurde noch zweimal destilliertes Wasser hinzugefiigt und abgedampft. 
Die stark saure Lésung wurde mit kaustischem Ammoniak neutralisiert, 
schwach alkalisch gemacht und zur SchluB wieder etwas angesiuert. 
Dann wurde auf 200 ccm aufgefiillt und das Eisen jodometrisch in be- 
kannter Weise bestimmt. 

In Portion a ergab sich fiir 4,012 g Leber 1,21 mg Eisen, in Portion b 
fiir 3,503 g Leber 1,01 mg Eisen; im Mittel also fiir 3,757 g Leber ein 
Eisengehalt von 1,11 mg. Hieraus berechnet sich fiir die ganze Leber 
ein Gesamtgewicht von 14,19 mg Eisen, oder fiir 100 g Leber 26,13 mg 
Eisen. Nach den Untersuchungen von Salkowski') wissen wir aber, 
daB die normale Kaninchenleber durchschnittlich nur 9 mg Eisen in 
100 g Substanz enthalt, somit hatte bei diesem Tier unter dem Einflu8 
des verfiitterten Jodeisenblutpraiparates Testijodyl der Eisengehalt einen 
Zuwachs iiber das Dreifache der Norm erhalten. Es ist demnach die 
Gesamteisenmenge des Priparates in der Leber gespeichert worden. 

b) WeiBgraues Kaninchen, 2250 g, erhialt gleichfalls 10 Tage hin- 
durch je 1 g des Priaparates, im ganzen also ca. 1,5g Jod. Verhalten 
normal, FreBlust ungemindert. Am 13. Tage durch Entbluten getétet. 

1. Harn. Gesamtmenge 1755 ccm. 100 ccm enthalten 0,0591 g 
Jod, im Gesamtharn demnach 0,9673 g. Es sind mithin 64,5°/, wieder 
ausgeschieden. 

2. Kot. Gesamtmenge 38,7 g. 5 g verascht, die Asche auf 50 ccm 
aufgefiillt; darin waren enthalten 0,0082 g Jod, im Gesamtkot demnach 
0,0626 g oder 4,2°/,. 

3. Leber. Eisenbestimmung. 3,921 g enthielten 0,921 mg Eisen. 
In einer zweiten Portion enthielten 4,032 g Leber 0,983 mg Eisen. Im 
Mittel also 3,976 g Leber 0,952 mg Eisen, oder 100 g Leber enthalten 
25,088 mg Eisen. Auch hier ist die Gesamteisenmenge resorbiert und 
gespeichert worden. 


1) Le. 
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Es ist demnach durch diese Versuche nachgewiesen, da 
das Jod vollkommen resorbiert wird und zu ca. 70°), nach 
48 Stunden wieder ausgeschieden wird. Besonders bemerkens- 
wert ist, daB auch bei der gehiuften Darreichung des Jods 
das eine Mal iiberhaupt nichts, das andere Mal nur spuren- 
weise Jod mit den Faeces ausgeschieden wird, und daB wah- 
rend der ganzen Dauer des Versuches die FreBlust eine unge- 
stérte war. Was das Eisen anbetrifit, so hat dasselbe eine 
auBerordentlich groBe Steigerung in der Leber erfahren, was 
fiir die Therapie von besonderem Werte werden diirfte. 


Hundeversuche. 


a) Hund, 9,5 kg, friBt 3 g des Praiparates mit ca. 0,45 g Jod auf 
einmal. Im Harn erscheint bereits nach 2%/, Stunden das erste Jod in 
Spuren. Die Jodausscheidung halt 46 Stunden an. In den gesammelten 
Faeces ist keine Spur Jod nachweisbar. 

b) Hund, 8,2 kg, erhalt 5 g Testijodyl auf einmal, das sind ca. 0,75 g 
Jod. Die Jodausscheidung beginnt 3 Stunden sviter und ist nach 
48 Stunden beendet. Der Kot zeigt eine ganz schwache Jodreaktion. 


Auch diese Versuche lehren also, daB das Testijodyl eine 
volikommene Resorption zeigt, und daB seine Ausscheidung 


sich iiber ca. 2 Tage hinzieht, was fiir eine gute und gleich- 
maBige Aufnahme spricht. Auch hier ist es bemerkenswert, 
daB selbst nach verhiltnismaBig groBen Gaben die FreBlust 
unvermindert fortbesteht und ein irgendwie abnormes Verhalten 
nicht beobachtet werden konnte. 


Menschenversuche. 


a) Ein normaler gesunder Mann von ca. 30 Jahren nimmt 5 Ta- 
bletten Testijody] = 0,375 g Jod auf einmal. Die Jodausscheidung be- 
ginnt nach 3'/, Stunden und ist nach ca. 40 Stunden beendet. Allgemein- 
befinden gut, Appetit nicht im geringsten beeintrichtigt. Bei einem 
zweiten Versuche werden von derselben Person 10g, insgesamt also 1,5 g 
Jod im Verlaufe von ca. 10 Stunden genommen, ohne daB irgendwelche 
Beschwerden auftraten. 

b) Eine andere gesunde Person von ca. 40 Jahren nimmt 10 Ta- 
bletten auf einmal, d.h. also 0,75 g Jod, ohne daB irgendeine Beschwerde 
auftritt. In den Faeces ist keine Spur von Jod nachweisbar, folglich 
tritt eine glatte Resorption ein. Nach 3 Stunden wurde die erste Aus- 
scheidung im Harn beobachtet. Nach 48 Stunden war kein Jod mehr 
nachweisbar. 
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Aus den Versuchen am Tier sowohl wie am Menschen geht 
hervor, daB das oben beschriebene Jodeisenpriparat Testijodyl 
gut resorbiert wird und keinerlei St6rungen im Befinden hervor- 
ruft. Selbst in Quantitéten von 2,5 bis 5g auf einmal ge- 
nommen wurde es von normalen Menschen glatt resorbiert. 

Die Ausscheidungskurve beim Menschen wie beim Tier ist 
annahernd die gleiche. Die ersten Spuren von Jod treten nach 
ca. 3 Stunden im Harn auf, und nach 48 Stunden ist die 
Ausscheidung beendet. Es erscheinen im Harn ca. 70 bis 80°/, 
des Jods wieder. Uber den Verbleib der restierenden 20 bis 
30°/, laBt sich mit Sicherheit nichts sagen, nur soviel steht 
fest, daB mit den Faeces so gut wie nichts zur Ausscheidung 
gelangte. Beziiglich des im Praparat enthaltenen Eisens ist 
hervorzuheben, daB dasselbe zu einer betrachtlichen Anreicherung 
des normal in der Leber vorhandenen Eisens gefiihrt hat. 





Beitrage zur Physiologie der Drisen. 


Von 
Leon Asher. 


XIX. Mitteilung. 

Fortgesetzte Beitrige zur Lehre von der Funktion der Milz 
als Organ des EiweiBstoffwechsels. Uber die Kompensations- 
vorginge nach Milzexstirpation. 

Von 
Hans Sollberger. 

(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Bern.) 
(Eingegangen am 15. Juli 1913.) 

Mit 24 Figuren im Text. 


I. Einleitung. 

In einer vorausgehenden Arbeit hatte Hans Vogel’), fuBend 
auf der von Asher aufgestellten Lehre, daB die Milz ein Organ 
des Eisenstoffwechsels sei, gezeigt, da zwischen einem nor- 
malen und einem milzlosen Hunde sofort groBe Unterschiede 
in bezug auf Hamoglobinmenge und Blutkérperchenzahl be- 
stehen, wenn beide Tiere eisenarm ernahrt werden. 

Das normale Tier zeigt innerhalb der Versuchsdauer von 
einigen Wochen nichts Abweichendes; das milzlose Tier reagiert 
mit Abnahme von Blutkérperchen und Hamoglobin. Durch 
Beriicksichtigung der Diait hatte Vogel fiir seine Versuchs- 
tiere die Widerspriiche aufgeklirt, die hinsichtlich der Rolle 
der Milz fiir die Himatopoese sich vorfinden. Gelegentlich 
dieser Versuche hatte Vogel den EinfluB eines kleinen Blut- 
entzuges auf das normale und das milzlose Tier gepriift und 
dabei gefunden, daB derselbe beim milzlosen Tiere eine kurz 
andauernde Steigerung von Hamoglobinmenge und Blutkérper- 
chenzahl bewirkte, wahrend beim normalen Tier eine leichte 


1) Hans Vogel, Fortgesetzte Beitrage zur Funktion der Milz als 
Organ des Eisenstoffwechsels. Diese Zeitschr. 18, 386, 1912. 
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Abnahme beider erfolgte. Der Gegenstand erforderte weitere 
Untersuchung, und ich unternahm dieselbe auf Rat und unter 
Beihilfe von Herrn Professor Asher. 

Die Erscheinung, daB ein milzloses Tier nach einem Blut- 


entzug geradezu bessere Verhiltnisse seines Blutes als ein milz- 


haltiges zeigt, steht nicht ohne Analogien da. Es sind Be- 
obachtungen verd6ffentlicht worden, wo bei einem entmilzten 
Menschen die Zahl der Blutkérperchen und die Hamoglobin- 
menge gréBer befunden wurde als bei normalen. 

Auch am Tiere liegen Befunde vor, aus denen hervor- 
geht, daB nach der Milzexstirpation die Blutkérperchenzahl 
groBer sein kann als vorher, beispielsweise von Bottazzi und 
von Gabbi’). 

Es mag gleich hier hervorgehoben werden, daB Gabbi 
die Vermehrung der roten Blutkérperchen nach Milzexstir- 
pation nur an Meerschweinchsn konstatieren konnte, nicht an 
Kaninchen, an denen ich meine Versuche angestellt habe. Der- 
artige Erfahrungen bedurften einer Erklarung, und als niachst- 
liegendste bot sich die dar, daB durch die Entfernung der Milz 
ein Faktor weggefallen sei, der zur Zerstérung der roten Blut- 
kérperchen beitrage. Die Milz sollte somit eine himatolytische 
Funktion besitzen. 

Die sehr interessanten Ergebnisse von Pugliese*), der 
fand, daB nach der Entfernung der Milz unter den verschieden- 
sten Bedingungen im Vergleich zum normalen Tiere die Galle 
weniger Gallenfarbstoff enthalt, kénnen als Stiitzen fiir die Lehre 
von der hamatolytischen Funktion der Milz herangezogen werden, 
wenn man annimmt, daB der Blutfarbstoff, der nach Puglieses 
Erklarung in der Milz aufgespeichert wird, um von dort der 
Leber behufs Umwandlung in Gallenfarbstoff zugefiihrt zu 
werden, dort durch Himatolyse entsteht. Die Aufspeicherung 
von Eisen in der Milz ist unzweifelhaft in mannigfacherweise 
erwiesen. Hingegen ist die Hamatolyse auf Grund von 
Puglieses Beobachtungen zwar sehr wahrscheinlich, aber nicht 
zwingend. Denn ebensogut wiirden sich die Beobachtungen 


1) U. Gabbi, Zieglers Beitrige zur allgemeinen Pathologie und 
pathologischen Anatomie 19, S. 647. 

*) A. Pugliese, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1889, S.60 und Pugliese 
und Luzzatti, Arch. per le scienze medic. 24. 
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erklaren, wenn die Milz nur ein wichtiger Aufspeicherungsort 
fiir anderwarts freigewordene Vorstufen des Gallenfarbstoffes 
wire und wegen ihrer bevorzugten Lage zur Leber leichter 
als andere Orte diese Vorstufen abgibt. Insgesamt verfiigen 
wir jedenfalls iiber eine ganze Reihe von Tatsachen, die es 
dringend nahelegen, die zuerst von Vogel beobachtete Re- 
aktion der milzlosen Tiere auf einen kleinen Blutentzug in 
Zusammenhang mit der himatolytischen Funktion der Milz 
zu bringen. 

Die soeben erwahnten Tatsachen geben aber auch Veran- 
lassung, die Aufklarung fiir dieselben auch nach einer andern 
Richtung hin zu suchen. Die nicht wenigen Beobachtungen, 
wo nach Milzexstirpation keine wesentlichen Anderungen in 
den Verhialtnissen von Himoglobinmenge und roten Blutkorper- 
chenzahl eintraten, deuten unzweifelhaft darauf hin, daB — falls 
bestimmte von Asher und seinen Mitarbeitern aufgeklarte Be- 
dingungen eingehalten werden —, eine vollstindige Kompen- 
sation des Milzverlustes stattfindet. Da nun unter normalen 
Bedingungen schon dem Knochenmark der Hauptanteil bei der 
Blutkérperchenbildung zukommt, so ist zuniachst daran zu 
denken, daB dieses himatopoetische Organ in seiner Leistungs- 
fahigkeit kompensatorisch eretarkt. Betrachtet man Milz und 
Knochenmark als ein in dieser Beziehung zusammengehoriges 
Organsystem, so lige etwas Analoges vor, wie bei der kom- 


pensatorischen Hypertrophie eines Organes, von dem ein 
Teil entfernt worden ist. Es gibt natiirlich noch andere Ur- 


sachen, weshalb bei der Wegnahme eines Organes ein anderes 
hypertrophieren kann, die gleichfalls im Auge behalten werden 
konnen. 

Ob auBer an das Knochenmark noch en die Leber oder 
an das lymphatische System zu denken sei, steht dahin; das 
KnocLenmark steht jedenfalls im Vordergrund. 

Mit Riicksicht auf der sueben entwickelten Gesichtspunkt 
erscheiat es daher angebracht, sich zu fragern, ob nicht der 
kleine Blutentzug bei einem milzlosen Tier einen gréBern Reiz 
ausiibt, weil das abrige himatopoetische System, insonderheit 
das Knochenmark, hypertrophisch oder funktionell empfindlicher 
geworden ist. 





L. Asher: 


II. Versuchstiere, Methodik, Voruntersuchungen. 

Die Untersuchungen wurden im Unterschiede ven denjenigen von 
Vogel an Kaninchen ausgefiihrt, um die in der Einleitung skizzierten 
Phinomene an einer andern Tierart zu studieren. 

Es waren dazu zwei Tiere gleichen Wurfes gewahlit, die ungefahr 
gleiche GréBe hatten und nicht weit voneinander abweichende Hamoglobin- 
wie Erythrocytenwerte aufwiesen. Die beiden Versuchstiere wurden unter 
gleichen Ernahrungsverhaltnissen gehalten. Sie bekamen nimlich das 
gewohnliche Futter und wurden keinerlei Einschrinkung der Nahrung 
unterworfen. Dabei erhieltcn sie also auch das nétige Eisea in dem zu- 
gefiihrten Futter. Diesen Punkt méchte ich hier kurz bemerkt haben, weil 
ich spater einmal im Laufe der Versuchsreihen darauf zuriickkommen werde. 

Mit einigen wenigen Worten méchte ich iiber die Methodik sprechen. 
Die Himoglobirmenge wurde mit dem von Professor Sahli angegebenen 
Hiaimoglobinometer gemessen. Die Zahl der roten Blutkérperchen wurde 
mit Hilfe der Thoma-ZeiBschen Zaihlkammer bestimmt. Ich méchte zu 
der Blutbestimmung nur bemerken, daB das nétige Blut den Venen des 
Ohres entnommen wurde. Vor jeder Blutentnahme wurde das Ohr mit 
Alkohol und Ather gut gereinigt, und aladann wurde mit dem Franck- 
schen Schnepper, der auch vor und nach jedem Gebrauch mit anti- 
septischen Lésungen gewaschen wurde, der Stich in eine Vene gemacht 
und das nétige Blut in eine ZeiBsche Mischpipette aufgesogen. Da wihrend 
der langer andauernden Arbeit fiir die Versuchsreihen sehr viele Stiche 
notwendig wurden, so schenkte ich der Pflege der Ohren groBe Auf- 
merksamkeit, damit keine Infektion auftreten konnte. 

Bevor nun die Versuche begonnen werden konnten, muBten zunichst 
die normalen Werte der Haimoglobinmenge wie die Zahl der roten Blut- 
kérperchen des Versuchstieres wie des Kontrolltieres bestimmt werden. Da- 
mit ich mir Ubung in genauer Himoglobin- und Erythrocytenbestimmung 
nicht erst im Laufe der auszufiihrenden Versuche aneignete, so widmete ich 
zunachst 3 Wochen diesen Messungen. Ich habe Tag fiir Tag waihrend dieser 
ersten 3 Wochen diese Feststellungen ausgefiihrt. Diese langere Zeit der 
Voruntersuchung gab mir in erster Linie die nétige Sicherheit in genauen Be- 
stimmungen und lehrte mich die Fehlergrenzen der Methode. Sie ergab aber 
auch die etwaigen Schwankungen der gepriiften Werte ohne jeden weitern 
experimentellen Eingriff und ergab daher mittlereWerte fiir die Hamogiobin- 
menge und die Zahl der roten Blutkérperchen der beiden Versuchstiere. 

Im ganzen Verlauf der Untersuchung habe ich meist Doppelbestim- 
mungen gemacht. 

Als Mittelzahlen fiir das Blutbild legte ich folgende den Unter- 
suchungen zugrunde: 


‘s ee 
Versuchstier poet 


Erythrocyten 5300000 
Hiamoglobin 60 
Erythrocyten 4650000 


Das Versuchstier wurde spiter entmilzt und das Kontrolltier diente 
als Vergleichsobjekt des normalen] Butbildes mit dem des Versuchstieres, 


Kontrolitier { 
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IIf. Die Operation. 

Die Splenektomie wurde, wie bereits oben angegeben, an einem 
der beiden Tiere, dem als ,Versuchstier“ bezeichneten, am 5. Dezember 
1911 unter antiseptischen Kautelen ausgefiihrt. 

Das Kaninchen befand sich nach der ausgefiihrten Operation waihrend 
der ganzen Heilungsdauer stets in ausgezeichnetem Zustand. Die Wunde 
heilte auch in kiirzester Zeit per primam. 

Nach Abschlu8 der Arbeit wurde festgestellt, daB die Milz total 
entfernt war und keine vikariierenden Nebenmilzen sich ausgebildet hatten. 


IV. Die Wirkung der Entmilzung auf Himoglobinmenge und 
Blutkérperchenzahl. 

In diesem Abschnitt sind zuerst die Beobachtungen zu verzeichnen, 

die infolge der Entfernung der Milz gemacht werden konnten, ohne da 
dabei sonst irgendein Eingriff am Tier geschah. 


1. Das Himoglobin. 

Am 5. XII. besaB das Versuchstier 65 Hamoglobin, ein Wert, der 
sich ziemlich konstant iiber 3 Wochen lang erhalten hatte. Wie bereits 
mitgeteilt, wurde die Operation an diesem Tage ausgefiihrt. 5 Tage 
nach dem Eingriff erfolgte die erste Bestimmung. 

Es fand sich nun am 5. Tage, den 10. XII., eine Himoglobinmenge 
von 70. Vor der Entmilzung habe ich einen so hohen Wert an dem 
Versuchskaninchen nicht beobachten kénnen. 

Am 12. XII. folgte die nichste Bestimmung von 65; am 13. XII. 
ebenfalls 65; am 15. XII. beginnt die Himoglobinmenge auf 67 zu steigen, 
am 18. XII. auf 68 und am 19. XII. auf 70. Am 20. XII. steigt sie auf 7) 
und am 21. XII. auf 72. 

Im ganzen ist eine merkliche Erhéhung des Haimoglobinwertes in- 
folge der Milzexstirpation zu konstatieren. Zuvor tritt eine kurz an- 
dauernde Unterbrechung des Anstieges durch eine Riickkehr zur Norm 
ein, dann steigt die Himoglobinmerge ununterbrochen und bleibt hoch. 
Denn nach einer durch die Weihnachtsferien veranlaBten Pause von 
3 Wochen fand sich der gleiche hohe Wert. Am 12. I. 1912 Hamo- 
globin 73; am 15. I. 71. 


2. Wirkung auf die roten Blutkérperchen. 

In bezug auf die Erythrocyten ergab sich folgendes: 

Am 5. XII, an welchem Tage die Entmilzung ausgefiihrt wurde, 
fand sich vor der Operation 59°99. 5 Tage nach dem Eingriff, also am 
10. XII., zihlte ich 755° Am 12. XII. war die Zahl wieder gesunken 
auf 51000 Am 13. XII. beginnt eine allmahliche Steigerung auf 549°, 

Am 15. XII. auf 55°90; am 18. XII. fand ich 5%°9; am 19. XII. 
konstatierte ich einen Jeichten Anstieg auf 5°°° Am 20. XII. und 
21. XII. wurden dieselben Zahlen festgestellt. 

Es findet also nach der Milzexstirpation im Anfang eine erhebliche 
Steigerung der Blutkérperchenzahl statt. Dann sinkt dieselbe, um sich 
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dann allmahlich wieder auf einen Wert zu heben, der héher als normal ist. 
Allerdings ist die Erhébung nicht so groB wie diejenige der Hamoglobin- 
menge, Mit Beriicksichtigung dieser Tatsache ergibt sich, daB das Verhaltnis 
Sti crchen nach der Milzexstirpation gleichfalls gestiegen ist, 
Damit man iiber die Wirkung der Entmilzung auf das Blutbild, 
also auf Hamoglobin und die roten Blutkérperchen, einen sofortigen 
Uberblick bekommt, habe ich die gefundenen Zahlen in Kurven und 


Tabellen zusammengestellt. 
% 
7 
68 


64 
w2 


Fig. 1a, Hamoglobinkurve nach der Entmilzung des ,,Versuchstieres*. 
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Fig. 1b. Erythrocytenkurve nach der Entmilzung des ,,Versuchstieres“, 


Tabelle I. 


Versuchstier. 





Datum | Hamoglobin | Erythrocyten 








27. XI. 1911 65 | 278000 
28. 65 |  5easene 
5. XII. Entmilzung 65 |  Seehand 
10. 70 7 550 000 
12. | 180000 


13. 5, 400 000 
15. 5 540 000 


18. 5 250000 
19. 5 630 000 


20. 5, 630 000 
21. 5, 630 000 
12. 4.785.000 
15, 5 360 000 
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ZusammengefaBt besteht also die Wirkung der Milzexstir- 
pation in einer ziemlich betrichtlichen Erhéhung der Haimo- 
globinmenge und einer nicht so groBen, aber merklichen Ver- 
mehrung der Blutkérperchenzah]. Meine Versuche am Kanin- 
chen fiihren zu einem Ergebnis, das, wie in der Einleitung 
bemerkt wurde, auch an Menschen und Tieren erhalten wor- 
den ist. 

Bekanntlich hat das widersprechende Resultat, daB nach der Milz- 
exstirpation bald Vermehrung, bald Verminderung von Haémoglobin und 
Blutkérperchenzahl beobachtet wurde, viel Verwirrung angestiftet. Erst 
durch die Arbeit von Vogel ist in bezug auf diesen Punkt Klarheit ge- 
schaffen worden, indem er nachwies, daB, solange ein milzloses Tier 
eisenarm ernahrt wird, dann die Blutbildung leidet, und das von Asher 
aufgestellte Postulat so erfiillte. Sowie er dem milzlosen Hund eisen- 
reiches Futter gab, hob sich sofort Haimoglobinmenge und die Blut- 
kérperchenzahl. Bei Durchsicht seiner Versuchsprotokolle*) ergibt sich, 
da8 der Himoglobingehalt beim milzlosen Tier nach Fiitterung mit eisen- 
reicher Nahrung nicht allein den normalen Wert erreicht, sondern den- 
selben sogar iibersteigt. Denn vor der Entmilzung betrugen die Himo- 
globinwerte 64 bis 68, wahrend sie in dieser letzten Periode eisenreicher 
Nahrung beim entmilzten Tier 70 betrugen. 

Es besteht daher zwischen diesen Versuchen Vogels am milzlosen 
Hund und meinen am milzlosen Kaninchen, das mit eisenreichem Futter 
gefiittert wurde, volle Ubereinstimmung. 

Es bleibt die Aufgabe zu erkliren, weshalb milzlose Tiere mehr 
Hamoglobin und auch mehr Blutkérperchen haben kénnen als ein nor- 
males. Die Voraussetzung fiir das Zutagetreten dieser Erscheinung ist 
die Fiitterung mit eisenreicher Nahrung, wie Vogel gezeigt hat. Sie 
ist aber nur eine Voraussetzung und nicht eine Erklirung, da eisen- 
reiche Nahrung beim normalen Tier ohne EinfluB auf die hier be- 
trachteten Verhaltnisse des Blutes ist. Eine Erklirung aber wiirde in 
der Annahme liegen, da8 durch Entfernung der Milz ein auch an der 
Hiamolyse beteiligtes Organ weggenommen ist, so daB sich der Umfang 
der Himolyse gegeniiber der Norm vermindert habe. Da zum mindesten 
noch die Leber ein hamatolytisches Organ ist, wie an der Fortdauer 
einer wenn auch verminderten Gallenfarbstoffbildung ersichtlich ist, 
kann man durch Milzverlust eben nur einen Bruchteil der Hamolyse 
wegfallend denken. Die Vermehrung der Haimoglobinmenge und der 
Blutkérperchenzahl in meinen Versuchen kénnte also durch zwei Mo- 
mente erklirt werden: Erstens durch die Fiitterung mit eisenreicher 
Nahrung, so daB der Verlust von Eisen auf dem Wege des Kotes in- 
folge Fehlens der Milz kompensiert wird, und zweitens durch die Herab- 
setzung des Umfanges der Hiaimolyse. Die vorliegende Versuchsreihe 


1) Hans Vogel, 1. c., 8. 403. 
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gestattet nicht zu entscheiden, ob diese Erklarung ausreichend ist. 
Nachfolgende Versuche lassen nun ein anderes Moment noch hervor- 
treten, nimlich das Vorhandensein einer gegeniiber der Norm erhéhten 
Leistungsfihigkeit der himatopoetischen Apparate. Es ist klar, daB den 
Verlust iiberdeckende Eisenzufuhr und kompensatorische, funktionelle 
Hypertrophie der himatopoetischen Apparate das Resultat ebenso gut er- 
kliren k6énnten. 


V. Der kleine Blutentzug. Seine Wirkung auf das Blutbild, 
sowohl des entmilzten als auch des Kontrolltieres. 
Wie in der Einleitung bereits angegeben, hat schon Vogel 

(l. c.) Versuche iiber den kleinen Blutentzug beim milzlosen und 

Kontrolltiere ausgefiihrt. Bei Vogel spielen diese Versuche 

nur eine beiliufige Rolle. Mir fiel die Aufgabe zu, die Ver- 

hiltnisse nach dem kleinen Blutentzug am Kaninchen mehr 
systematisch zu verfolgen. 

Der Gedanke, der zur Anwendung des kleinen Blutentzuges 
leitete, war der, in demselben ein methodisches Mittel zu be- 
sitzen, um eine etwaige Funktionspriifung des hamatopoetischen 
Apparates, speziell des Knochenmarkes, zu besitzen. Es be- 
stehen hinreichende Anhaltspunkte, daB ein kleiner Blutentzug 
die Blutneubildung férdert oder als ein Reiz zur Blutneubildung 
wirkt. Es gehért der kleine Blutentzug zur Kategorie der- 
jenigen Reize, die durch einen gesetzten Mangel zu reizen ver- 
mégen, ein Mangel, der noch nicht so gro® ist, daB er tief 
schidigend wirkt. Ganz ahnlich verhalt es sich mit Sauerstoff- 
mange! und, wie Vogel gezeigt hat, mit Eisenmangel beim 
normaisn Tier, wenigstens im Anfang. Es 1laBt sich nun an- 
nehmen, dab, falls eine kompensatorische Funktionssteigerung 
des Knochenmarkes sich ausgebildet hat, dasselbe auf den 
gleichen Reiz mit einer starkeren Erregung, das heiBt mit einer 
stiirkeren Blutneubildung reagiert als ein normales Knochen- 
mark. Wahrend meine voraufgehende Versuchsreihe keinerlei 
experimentelle Differenzierung zwischen Minderung der Haimo- 
lyse und Funktionssteigerung eines andern Apparates zulieB, 
soll der kleine Blutentzug eine direkte Methode sein, etwaige 
Funktionssteigerung des Knochenmarkes zu priifen. 

Vorerst mégen einige knappe Angaben iiber die beim 
kleinen Blutentzug geiibte Methodik gemacht werden. 


Das Kontrolltier und das splenektomierte Kaninchen bekamen wieder 
zuerst Morphium subcutan, damit der Eingriff ohne Drangen der Tiere 
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mdglichst leicht gema-ht werden konnte. Der Blutentzug wurde an der 
sehr leicht zuginglichen Carotis ausgefiihrt. Nach sorgfialtiger Ent- 
fernung der Haare an der Operationsstelle wurde dieselbe mit Tinct. 
Jod. gehérig bestrichen. In der Mittellinie wurde ein Hautschnitt ge- 
macht, nicht gréBer als gerade geniigte, ein Stiick der Carotis frei zu 
legen. Da an demselben Tier auf der gleichen Seite — um nicht die 
Carotis der andern Seite benutzen zu miissen und dadurch die Blutver- 
sorgung des Kopfes zu schidigen —, 3mal Blut entnommen werden 
sollte, muBten einige besondere Vorkehrungen getroffen werden. Erstens 
wurde die erste Blutentnahme so hoch oben wie méglich gemacht. Die 
beiden nachfolgenden wurden entsprechend etwas tiefer angelegt. Zweitens 
muBte der Raumersparnis wegen auf Einbindung einer Glaskaniile ver- 
zichtet werden. Anstatt dessen benutzte ich einen der GréBe der Ka- 
ninchencarotis angepaBten metallenen Troikart, von der Art, wie er bei 
den menschlichen Venaesektionen gebraucht wird. Die scharfe Spitze 
desselben war mdglichst kurz, das Lumen weit, um das Blut rasch aus- 
flieBen zu lassen, und um also der Gerinnung vorzubeugen. Der Troikart 
besaB eine kurze, blattférmige Handhabe zum Halten wahrend der Ein- 
fiihrung in die Arterie. Peripheriewirts wurde abgebunden, zentralwirts 
eine Klemme angelegt. In das so abgegrenzte Stiick der Arterie wurde 
der Troikart eingestoBen, die Klemme geéffnet und die gewiinschte Blut- 
menge abgelassen. Dann wurde der schon vorher bereitgelagerte Faden 
dicht unterhalb der Miindungsstelle des Troikarts in der Carotis zuge- 
bunden und der Troikart entfernt. Der Verschlu8 durch die beiden 
sterilen Faden wurde sorgfaltig kontrolliert und hierauf die Muscularis 
und dann die Haut durch Naht vereinigt. Irgendein weiterer Blutverlust 
bei der kleinen Operation wurde vermieden. Die Operationsstelle wurde 
mit Alkohol und Ather gereinigt und die Wunde durch einen Gaze-Kollo- 
diumverband gegen auBere Infektion geschiitzt. 

Es gelang auf diese Weise, an dem milzlosen Kaninchen 3mal aus 
derselben Carotis Blut zu entnehmen. Jedesmal verlief der Eingriff ohne 
Stérung und die Wunden heilten per primam. 

Das gleiche gilt von den Blutentziigen, die am normalen Kontroll- 
tiere gemacht wurden. Beim milzlosen Tier wurde am 17. I. 12 ein 
erster kleiner Blutentzug von 9,5 com gemacht und am gleichen Tage 
dem normalen Tier 8,0 com Blut entnommen. 

Beim milzlosen Kaninchen hatte zunichst der kleine Blutentzug 
in bezug auf die Himoglobinmenge ein Steigen von 68 auf 70 zur Folge. 
Am 19. I. erfolgt ein rapider Anstieg auf 77; am 20. I. beginnt ein Riick- 
kehren auf 76, am 22. I. schon auf 68 und am 23. I. auf 65. Die Norm 
ist wieder erreicht, und zwar nach 5 Tagen. Ganz ahnlich verlauft der 
ProzeB8 bei den roten Blutkérperchen. Am 17. I. fanden sich 54°, am 
18. I. 5780900 am 19. I. ist der Héhepunkt von 6% erreicht; am 20. I. 
sinken sie wieder auf 655900. 

Ganz anders verliuft der erste kleine Blutentzug beim normalen 
Kontrolltier. Am 18.1. ist die Hamoglobinmenge von 60 auf 58 ge- 
sunken und sinkt bis zum 19.1. auf 54 herab. Derselbe Wert wurde 
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am 20.1. gefunden. Am 22.1 erhebt sich der Wert auf 58, um am 
23. I. wieder auf 55 zuriickzufallen. 

Was die Blutkérperchenzahl betrifft, so hatte dieses normale Tier 
am Tage der Blutentziehung, und zwar vor dem Eingriffe 4°. Nach 
dem Blutentzug sinkt am folgenden Tag der Wert auf 41°, um am 
19. I. auf 34° und schlieBlich am 20. 1. auf 3%°°° zu sinken. Am 
22. I. steigt die Zahl wieder auf die Norm von 49590, 


Tabelle Ila. 


Kontrolltier. 





Hamoglobin Erythrocyten 





60 quo 
4.175000 


§ 415 000 
3 230000 
4 695 000 





Tabelle IIb. 


Versuchstier. 











Datum Hamoglobin | Erythrocyten 





5, 780000 
6 965 000 
6 525 000 


77 
76 
68 
65 


17. I. 1912 68 | 5, 400 000 
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Fig. 2a. Hamoglobinkurve Fig. 2b. Erythrocytenkurve 


nach dem kleinen Blutentzug fiir nach dem kleinen Blutentzug fiir 
Normaltier I. Normaltier IT. 


Der Unterschied im Verlauf der Erscheinungen nach den beiden 
Eingriffen ist ein frappanter. Sehr anschaulich kommt derselbe zum Aus- 
druck in den Kurven (Kurve Nr. 2a und b; Nr. 3a und b), die ich 
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hiervon angelegt habe. Beim milzlosen Tier besteht die Reaktion auf 
den kleinen Blutentzug in einer sofortigen und sehr erheblichen Steige- 
rung sowohl von Haimoglobinmenge wie Blutkérperchenzahl. Es ist gar 
keine Andeutung von einem Fallen der beiden Werte vorhanden. Ganz 
anders beim normalen Kontrolltier. Hier tritt als sofortige Reaktion 
auf den kleinen Blutentzug ein starkes Sinken von Himoglobinmenge 
und Blutkérperchenzahl auf. Von irgendeiner Erhéhung ist hier keine 
Rede; ja die Norm wird nicht einmal innerhalb 5 Tagen wieder erreicht. 
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Fig. 3a. Hamoglobinkurve Fig. 3b. Erythrocytenkurve 
des entmilzten Kaninchens nach des entmilzten Kaninchens nach 
dem kleinen Blutentzug. dem kleinen Blutentzug. 


Der Unterschied ist ein so auffallender, daB, ehe er verwertet 
werden darf, jede Fehlerquelle ausgeschlossen werden muB. 

An eine solche zu denken, gab das Verhalten des Normaltieres 
Veranlassung. Um so mehr, als das Normaltier im Vergleich zum ent- 
milzten an und fiir sich kleiner und weniger kraftig entwickelt war. Ich 
habe deshalb zur Uberpriifung ein zweites, sehr kraftig entwickeltes Ka- 
ninchen genommen und an demselben den zweiten kleinen Blutentzug 
vorgenommen. Ehe derselbe ausgefiihrt wurde, habe ich durch tage- 
lange Bestimmungen von Hamoglobinmenge und Blutkérperchenzahl die 
mittleren Werte fiir dieselben ermittelt. Es ergab sich fiir die Himo- 
globinmenge 65, fiir die Blutkérperchenzahl 5°. Am 26.1. wurde 
diesem Tier in der oben beschriebenen Weise ein kleiner Blutentzug von 
10 com gemacht. 

Am 27. I. war der Himoglobinwert auf 60 gesunken und verblieb 
auf demselben bis zum 29. I. Am 30. I. ist er zur Norm von 63 zuriick- 
gekehrt, am 31. I. iibersteigt er die Norm und betragt 68. 

Auf diesem Wert hilt sich das Haimoglobin dann bis zum 7. II. 
Die Blutkérperchenzahlen verhalten sich bei diesem zweiten normalen 
Kontrolltiere nach dem kleinen Blutentzuge folgendermaBen. 

Vor dem Eingriff zihle ich 57°, am Tage nach dem Eingriffe 
4715000 Zwei Tage spiiter sogar 3°, die geringste Zahl. Am folgen- 
den Tage beginnt eine Steigerung auf 4'°, einen Tag spater sogar 
auf 449000 =Prei Tage spiter ist die Zahl 5%°°° erreicht. Dann folgt 
wieder ein Fall auf 49° am 3. II, Am 5. II. steigen die Erythrocyten 
wieder auf 59050, 
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Tabelle III. 


Normaltier IT. 


Datum Hamoglobin Erythrocyten 











23. I. 1912 _ 


5, 700000 


4 715 000 
§ 635 000 


4 110000 
| 4.490 000 
5, 255 000 
4.915 000 
5, 305 000 
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Fig. 4a. Hamoglobinkurve nach dem Fig. 4b. Erythrocytenkurve nach dem 
kleinen Blutentzug fiir das Normaltier II. kleinen Blutentzug fiir das Normaltier II. 


Wie die voraufgehenden Darlegungen und die in Tabellen 
niedergelegten Protokolle lehren, verhalt sich also auch das 
zweite Normaltier nach dem kleinen Blutentzug anders als das 
milzlose. Wiederum kommt es primar zu einem nicht uner- 
heblichen Fall der Himoglobinmenge und der Blutkérperchen- 
zahl, wobei vielleicht der letztere noch etwas ausgesprochener 
ist. Der einzige Unterschied gegeniiber dem ersten normalen 
Kontrolltier ist der, daB vom fiinften Tage an nach dem kleinen 
Blutentzug die Hamoglobinmenge den normalen Wert iiber- 
steigt und mehrere Tage lang auf diesem héheren Wert sich 
erhalt. Die Zahl der Blutkérperchen kehrt allmahlich zur Norm 
zuriick, ohne jedoch dieselbe zu iiberschreiten. 

Um andererseits das Verhalten des milzlosen Tieres mit 
noch gréBerer Sicherheit beurteilen zu kénnen, wurde an dem- 
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selben der schon in der Anlage des Experimentes vorbereitete 
zweite kleine Blutentzug ausgefiihrt. 

Derselbe fand am 24. I. statt. An diesem Tage hatte das milzlose 
Tier 65 Hamoglobin. Es wurden ihm 11 ccm Blut entnommen. Am 
26. I besaB es 67 Hamoglobin, am 27. I. 64, am 29. I. 66, am 30. I. 65, 
am 31. I. 66, am 2. II. 67, am 3. Il. 67, am 5. II. 66 und am 7. II. 
65 Haimoglobin. Am Tage des Blutentzuges betrug die Zahl der Blut- 
k6rperchen 51090, am 25. 1. 59000 am 26. I. 539090, am 27, I. 4935000, 
am 29. I. 549° am 81. I. 59990 am 2. II. 59% am 38. II. 51700, 
am 5. Il. 559° Zur bessern Ubersicht gebe ich die Resultate in Form 
von Tabellen und Kurven (siehe Tabellen und Kurven Nr. 5a und b). 


Tabelle IV. 


Versuchstier. 





Datum Hamoglobin | Erythrocyten 


24. I. 1912 :  epbent 
26. 5 5800 000 
97. 4 835 000 
29. 5 418.000 
30. 
31 . 5 090 000 


2. II. 5 288000 
3 5 170 000 








5. 5 145 000 
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Fig. 5a. Hamoglobinkurve Fig. 5b. Erythrocytenkurve 
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des entmilzten Tieres nach dem des entmilzten Tieres nach dem 


zweiten kleinen Blutentzug. zweiten kleinen Blutentzug. 


Prinzipiell verlauft der zweite kleine Blutentzug am milz- 
losen Tier wie der erste. Das hervorragendste Merkmal ist 
wieder, daB anstatt der beim normalen Tier eintretenden Sen- 
kung der Himoglobinmenge ein zwar nicht so groBes, wie beim 
ersten Male, aber deutliches primires Ansteigen auftritt. Dann 
nach einer nur geringfiigigen Senkung hilt sich die Himoglobin 


} 
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menge auf normaler und gelegentlich iibernormaler Héhe. Sehr 
deutlich wird der Unterschied im Verhalten des normalen und 
des milzlosen Tieres, wenn man je die beiden Kurven des Ver- 
laufes der Himoglobinmenge miteinander vergleicht. Die Kurven 
der beiden Normaltiere zeigen den tiefen Fall, der bei den 
beiden Kurven vom milzlosen Tier vollstandig fehlt. Etwas 
anders steht es mit der Zahl der roten Blutkérperchen. Hier 
tritt auch beim milzlosen Tier zuerst ein Fallen der Zahl auf, 
die aber rasch wieder ausgeglichen wird. Aber dieser Fall ist 
viel geringer als derjenige bei den beiden normalen Kontroll- 
tieren; er betragt in runden Zahlen nur eine halbe Million. Hin- 
gegen sinkt bei dem ersten Normaltier die Blutkérperchenzahl 
um 1400000 und bei dem viel kriaftigern zweiten Normaltier 
sogar um 2000000. Im ganzen ist demnach hinsichtlich der 
roten Blutkérperchen der Unterschied zwischen normalem und 
milzlosem Tier in diesem Falle hinreichend deutlich. 

Da im vorliegenden Versuche Himoglobinmenge und Blut- 
kérperchenzahl gegensinnig verlaufen, folgt daraus, daB das sog. 
Hamoglobin des einzelnen Blutkérperchens héher geworden ist. 
Ferner deutet diese Erscheinung darauf hin, da ein besonderes 
Moment vorhanden sein mu8, um die Himoglobinmenge hoch- 
zuhalten. Wenn ich nun noch meine Erfahrungen hinsichtlich 
des kleinen Blutentzuges mit den Beobachtungen von Vogel 
am Hunde vergleiche, so stehen dieselben vollstandig im Ein- 
klang, in erster Linie darin, daB normales und milzloses Tier 
verschieden auf den kleinen Blutentzug reagieren, auch darin, 
daB beim milzlosen Tier ein Steigen der Hamoglobinmenge, 
beim normalen ein Fallen eintritt. Quantitativ sind die von 
mir beobachteten Unterschiede gréBer, was wohl mit der von 
mir benutzten anderen Tierart zusammenhingt. Da jetzt die 
verschiedene Reaktion auf den kleinen Blutentzug sowohl bei 
Hund wie Kaninchen nachgewiesen worden ist, handelt es sich 
nicht etwa um einen Spezialfall, sondern diirfte von etwas all- 
gemeinerer Bedeutung sein. 

Die im vorstehenden Abschnitte beobachteten Tatsachen 
beweisen, daB das Fehlen der Milz eine andere Reaktion auf 
den kleinen Blutentzug bedingt als beim normalen Tiere. Das 
Wesentliche dieser Reaktion liegt darin, daB geradezu eine 
Uberkompensation der gesetzten Stérung erfolgt, die so prompt 
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wirken kann, da8 nicht allein die normalen Verhiltnisse des 
Blutes erhalten bleiben, sondern sogar eine Steigerung gegen- 
iiber der Norm erfolgt, die im scharfen Kontrast zum Sinken 
beim normalen Tiere steht. Insbesondere gilt dies vom Ver- 
halten des Haimoglobins. 

Wie schon oben im 2. Abschnitt kann die Erklarung fiir 
diese Erscheinung darin gesucht werden, da8 entweder die Ab- 
nahme der Himolyse infolge Fehlens der Milz oder ein starkeres 
Funktionieren des Knochenmarks dafiir verantwortlich gemacht 
werden kann. Es erscheint mir unwahrscheinlich, daB der bloBe 
Fortfall der himolytischen Funktion der Milz die Erscheinungen 
geniigend erkliaren kénne. Es mu8 im Auge behalten werden, 
daB diese Haimolyse durch die Milz bis jetzt eine quantitativ 
noch unbekannte GréBe ist — da sie unbekannt ist, kénnte sie 
natiirlich hypothetisch auch sehr groB angenommen werden —, 
und daB andere Organe auBer der Milz an der Hamolyse be- 
teiligt sind, die unter geeigneten Bedingungen kompensatorisch 
leistungsfahiger werden kénnen. 

Noch viel wesentlicher scheint mir aber, daB wegen Fehlens 
der Milz unter allen Umstinden eine gréBere Menge Eisen dem 
Organismus verloren geht, wie die Stoffwechselversuche der Asher- 
schen Schule und diejenigen von Bayer gezeigt haben. Wir kén- 
nen diesen Verlust durch Eisenzufuhr in der Nahrung kompensieren; 
es ist aber doch sehr fraglich, ob der Ersatz durch Nahrungs- 
eisen und die verminderte Himolyse geniigen, um sogar ver- 
mehrte Hamoglobinbildung auf einen Eingriff hier zu veran- 
lassen, der beim normalen Tier sogar eine tiefe Stérung in den 
Blutverhiltnissen hervorruft. Ubrigens ergibt sich aus den 
Daten, welche die Grundlage zur Lehre von der Funktion der 
Milz als Organ des Eisenstoffwechsels geliefert haben, eine Még- 
lichkeit der Schaitzung der GréBe der Haimolyse durch die Milz 
beziehentlich der Verminderung der Haimolyse durch Fehlen der 
Milz. Es hatte sich ja ergeben, da8 nur bei eisenhaltiger Nahrung 
die tiefe Abnahme an Hamoglobin beim milzlosen Tiere auf- 
gehalten werden kann. Daraus folgt, daB die Verminderung 
der Hamolyse allein nicht imstande ist, so viel Eisen dem Or- 
ganismus zu erhalten, wie taglich auf dem Wege des Kotes ver- 
loren geht. Da die absoluten Zahlen fiir letzteres Eisen nicht 
sehr groB sind, mu8 die auf Rechnung der Milz zu setzende 
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Hiamolyse jedenfalls kleiner sein. Diese Beobachtungen lassen 
die Annahme viel wahrscheinlicher sein, daB beim milzlosen Tier 
der normale haimatopoetische Apparat, namlich das Knochen- 
mark, in einem Zustand erhdhter Leistungsfihigkeit sich be- 
findet. Zwanglos fiigen sich die von mir beobachteten Tat- 
sachen dieser Annahme. Beim normalen Tier bewirkt se!bst 
ein kleiner Blutentzug eine Abnahme von Hamoglobin und Blut- 
kSrperchenzahl, die allmahlich ausgeglichen wird; alles dies er- 
kiirt sich ohne weiteres. Beim milzlosen Tier ist aber der 
Annahme zufolge ein leistungsfahigeres Knochenmark vorhanden, 
und dies offenbart sich darin, daB derselbe kleine Reiz, das 
heiBt der kleine Blutentzug, eine viel starkere Wirkung hervor- 
ruft. Es findet eine stairkere Himoglobinbildung statt, so stark, 
da der Verlust iiberkompensiert wird, wobei wieder Voraus- 
setzung ist, daB die Nahrung hinreichend Eisen enthalt, um 
den Verlust der Milz auszugleichen. 

ZusammengefaBt wiirde sich das Verhalten des milzlosen 
Tieres (Kaninchen, Hund) gegeniiber dem kleinen Blutentzug 
erkliren durch drei Momente: Erstens die geniigende Eisen- 
zufuhr in der Nahrung, zweitens die kompensatorische gréBere 


Leistungsfahigkeit des Knochenmarks und drittens Abnahme 
der Himolyse. Dem dritten Momente hatten wir nur eine un- 
wesentliche Bedeutung zuzuschreiben. 


VI. Der gréBere Blutentzug und dessen EinfluB auf das 
Blutbild des milzlosen und des normalen Tieres. 
Nachdem die Folgen des kleinen Blutentzugs festgestellt 

worden waren, schien es nicht uninteressant, die Wirkungen 

eines gréBeren Blutentzugs auf das milzlose und das normale 


Tier zu untersuchen. 

Wiahrend die methodische Anwendung des kleinen Blutentzugs zuerst 
durch Vogel und mich auf das Problem der Milzfunktion gemacht worden 
ist, liegen schon Versuche vor, wo der Einflu8 von sehr groBen Blut- 
entziigen auf die Dauer der Blutregeneration beim normalen und milz- 
losen Tier verglichen wurde, beispielsweise von Paton, Galland und 
Fowler. Gerade die letztgenannten Forscher fanden im Gegensatz zu 
anderen, da8 kein Unterschied zu konstatieren sei. Nun haben diese 
Forscher einen sehr groBen Blutentzug gemacht, der wohl geeignet sein 
kénnte, die tatsichlich vorhandenen Unterschiede zu verwischen. Hier 
ist zunichst daran zu denken, da8 ein sehr groBer Blutentzug eine der- 
artige Depression ausiiben kénnte, daB die Uberfunktion des Knochen- 
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marks zum Wegfall kime. AuBerdem diirfte ein Blutverlust, der iiber 
gewisse Grenzen hinausgeht, es unméglich machen, feinere Unterschiede 
festzustellen. 

In meiner Absicht lag es nun, soweit die entzogene Blutmenge zu ver- 
mehren, daB gewissermaBen der milde, jedoch wirksame Reiz des kleinen 
Blutentzugs in einen starkeren Reiz umgewandelt wiirde. Nach diesen ein- 
leitenden Betrachtungen méchte ich nun auf den groBen Blutentzug und 
dessen Wirkung auf das Blutbild eintreten. Ganz analog dem kleinen 
Blutentzug verlief dieser Eingriff bei beiden Versuchstieren ganz glatt. 

Am 7. II. 1912 wurden dem entmilzten Kaninchen 28 ccm Blut 
und seinem Kontrolltier 25 cem Blut entzogen. Am Tage nach dem Ein- 
griff wurde beim splenektomierten Tiere die erste Bestimmung gemacht und 
im Hamoglobin zunichst eine Senkung von 65 auf 58 beobachtet. Am 
folgenden Tage, am 9. II. 1912, stieg das Himoglobin auf 60, um am 
10. II. wieder auf 58 zuriickzukehren, auf welcher Héhe es sich noch 
am 12. II. befand. Am 14. II. erreichte das Himoglobin den tiefsten 
Stand von 53, alsdann beginnt eine ziemlich rasche Steigerung. Am 
15. II. ist bereits 56, am 16. IT. 60, am folgenden Tage 62, am 19. ITI. 
67 und am 21. II. 68 erreicht. 

Das Himoglobin ist also ein wenig iiber die Norm gestiegen. 
Nachher erfolgt eine Riickkehr zu den normalen Zahlen, indem es zu- 
nichst von 68 auf 65 und sogar auf 63 fallt, und erst nachher auf 65 
zuriickkehrt. Bei diesem Tiere fand ich bei den roten Blutkérperchen 
analog dem Blutfarbstoff zunichst eine Senkung von 5 °°? auf 4355000, 
Am folgenden Tage, 9. II., fallen die Erythrocyten noch weiter herunter 
auf 415590 welche Zahl ich am 10. II. noch finde. Am 12. II. beginnt 
die erste Steigerung auf 4°°°°, um dann am 14. IT. auf 44°°° und am 
nichsten Tage sogar auf 3°59 dem tiefsten Punkte, zu sinken. Am 
16. IL. beginnt eine Steigerung auf 37°°° und am 17. II. auf 4°, Am 
19. EI. 490900 am 21. II, 4845900 am 22. IT. 499590 und am 23. IT. 5265000, 

Beim Normaltier trat am Tage nach dem Eingriffe eine tiefe 
Senkung ein. Das Himoglobin sank von 65 auf 54. Am 9. II. steigt 
es auf 56, am 10. II. auf 58, am 12. II. auf 65, nachher auf 64, dann 
wieder auf 65. Am 16. II. erfolgt ein Fall auf 59, am folgenden Tage 
beginnt wieder eine Steigung auf 62, und am 19. II. ist der Normal 
wert 65 wieder erreicht. Nachher erfolgt wieder eine kleine Senkung 
auf 60, dann wieder eine Steigung auf 63 und wieder auf 62. 

Die Zahlen schwanken alle etwas unter der Norm. 

Mit einem tiefen Fall der roten Blutkérperchen antwortet das 
Kontrolltier auf die durch den groBen Blutentzug erzeugte Animie. 

Am 8. II. fallen die roten Blutkérperchen von 5° guf 2750000, 
also um die Hilfte, hinunter. Am 9. II. beginnt eine Steigung auf 
3 550000, am 10. IT. 34999; jetzt beginnt ein ziemlicher Anstieg auf 5°°°°°, 
und am 14. II. wird sogar die Zahl 5°*° erreicht; nachher erfolgt wieder 
ein Fall auf 49599, Am 17. II. werden 41° gezihlt. Am 19. II. er- 
folgt wieder ein geringer Anstieg auf 4*°°°, am 22. II. wird die Zahl 
4110000 und am niichsten Tage 4° erreicht. Nebenstehend habe ich 
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die Zahlen sowohl des Blutfarbstoffs wie der roten Blutkérperchen fiir 
das Versuchstier und das Kontrolltier nach dem groBen Blutentzug in 
Kurven und Tabellen zusammen vereinigt. 


Tabelle V. 


Versuchstier. 








Datum Hamoglobin 





7. IL. 1912 
8. 








Tabelle VI. 


Kontrolltier. 








Datum Hamoglobin | Erythrocyten 
7. If. 1912 ‘ Sabon 
&. 9 750 000 

9.  eshent 
10.  Sesbend 
12. ‘ § 000000 
14. 5 218 000 


15. 
16. ;  pandeond 


17. qe 
19. 4 312 000 
21. 
99 ‘ 4 110 000 
23. 4.075000 














februar 1928 


Fig. 6a. Hamoglobinkurve fiir das milzlose Tier nach dem groBen 
Blutentzug. 
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Fig. 6b. Erythrocytenkurve fiir das milzlose Tier nach dem groBen 
Blutentzug, 


912 


Fig. 7a. Hamoglobinkurve fiir das milzlose Tier nach dem groBen 
Blutentzug. 





Fig. 7b. Erythrocytenkurve fiir das milzlose Tier nach dem groBen 
Blutentzug. 


Die Wirkungen des groBen Blutentzugs auf das Blutbild des 
splenektomierten wie des Kontrolltieres mégen noch in folgenden 
Saitzen kurz zusammengefaBt werden. 

Auf das entmilzte Kaninchen hatte der Eingriff folgenden 
Effekt hervorgerufen: Fiir den Hamoglobingehalt kann zunachst 
ein Sinken, und zwar ziemlich tief, konstatiert werden, das aber 





32 L. Asher: 


sofort durch ein rapides Steigen bis iiber die Norm ausgeglichen 
wird. Nachher erfolgt eine allmahliche Riickkehr auf die Norm. 
Ebenso sinken die roten Blutkérperchen sofort nach dem groBen 
Blutentzug ziemlich tief, um nachher unter Schwankungen der 
Norm immer naher zu kommen. Beim Kontrolltier wird nach 
dem Eingriff ein sofortiger tiefer Fall sowohl des Haimoglobins 
als auch der Erythrocyten konstatiert. Nachher beginnt ein 
Versuch, auf die Norm zuriickzukehren, die unter vielen Schwan- 
kungen hier und da erreicht wird. 

Zu diesen Versuchen bleibt noch zu bemerken, daB die 
Untersuchungen an dem kriftigen Kontrolltiere II ausgefiihrt 
wurden. 

Es ist ersichtlich, daB die Erscheinungen nach einem etwas 
gréBeren Blutentzug etwas anders verlaufen, als wir im vorher- 
gehenden Abschnitt nach dem kleinen Blutentzug gesehen haben. 
Denn es tritt als primarer Vorgang nach dem groBen Blut- 
entzug auch beim milzlosen Kaninchen ein Sinken des Wertes 
der Himoglobinmenge und der Blutkérperchenzahl auf. Es sind 
bei dieser Menge des Blutentzugs die Grenzen iiberschritten, 
jenseits dessen die Kompensationseinrichtungen des milzlosen 
Tieres den Verlust nicht mehr wettzumachen vermégen. Durch 
dieses Resultat gewinnen die im vorausgehenden Abschnitt mit- 
geteilten entgegengesetzten Beobachtungen einen Wert eben als 
MaB fiir die Leistungsfihigkeit dieser Mechanismen. 

Trotzdem sind merkliche Unterschiede zwischen dem milz- 
losen und dem normalen Kaninchen zu beobachten, am aus- 
gepragtesten im Verhalten der Himoglobinwerte. Wenn auch 
bei beiden ein Sinken derselben eintritt, so ist doch das Sinken 
beim milzlosen Tier ein viel allmahlicheres, und beim Wieder- 
anstieg erreicht die Himoglobinmenge kurze Zeit einen sogar 
iiber die Norm erhéhten Wert. Im Gegensatz hierzu pendelt 
beim normalen Kontrolltier die Himoglobinmenge um einen 
eher unterhalb des Normalen gelegenen Wert herum. 

Der anfangliche Unterschied in der Zahl der roten Blut- 
kérperchen ist sogar noch gréBer. Denn wihrend beim milz- 
losen die Zahl der roten Blutkérperchen im Anfang rund um 
1 Million sinkt, fallt sie beim normalen Kontrolltier um fast 
2*/, Millionen, Unterschiede, die so groB sind, daB jeder Zufall 
ausgeschlossen ist. Es kehrt der Wert zwar rasch zur Norm 
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zuriick, fallt aber dann neuerdings und ist in einer spiteren 
Periode noch sehr gegen die Norm herabgesetzt, waihrend er 
beim milzlosen Tier sich schon viel mehr der Norm genahert 
hat. Weshalb in diesem Falle bei dem Normaltiere nach einem 
nicht allzu groBen Blutentzug ein unverhiltnismaBig groBes 
Sinken der Blutkérperchenzahl eingetreten ist, 14Bt sich aus 
den Bedingungen des Versuches nicht erkennen. Man kann 
nur durch Vergleich mit den Ergebnissen des kleinen Blutent- 
zuges bei den beiden anderen normalen Tieren die Tatsache 
feststellen, daB selbst bei einem so geringfiigigen Blutentzug 
wie dort die Senkung der Zahl der roten Blutkérperchen gleich- 
falls unverhialtnismaBig groB ist. Dieser Vergleich nimmt dem- 
nach dem jetzt betrachteten Fall in der Zahl der roten Blut- 
kérperchen doch den Charakter des Besonderen. Die ganze 
Sachlage regt die Vermutung an, daB zu der Entnahme der 
Blutmenge von 8,5 ccm, 10,0 cem und 25,0 cem noch ein Mo- 
ment hinzukomme, das weit iiber den Blutverlust die Abnahme 
der Blutkérperchen in die Héhe treibe. Hierdurch sind wir 
wieder auf die Hamolyse geleitet. Es liegt nun etwas Irratio- 
nelles darin, wenn man zur Annahme gelangt, daB mit dem 
kleinen und mittleren Blutentzug eine Erhéhung der Hamolyse 
verkniipft sei, die zunachst in der gleichen Richtung schadigend 
wirken muB, wie der kleine Blutentzug. Vielleicht ist aber — 
wie rein hypothetisch zur Diskussion gestellt werden soll — 
gerade die innerhalb physiologischer Grenzen sich bewegende © 
Hiamolyse ein Mittel, die Regeneration in Gang zu setzen. Der 
Gegenstand erfordert weitere Bearbeitung bei einer anderen 
Gelegenheit. 

Wenn wir nun sehen, da8 beim milzlosen Kaninchen die 
Abnahme von Himoglobin und roten Blutkérperchen kurz nach 
dem Blutentzug geringer ist als beim normalen Kontrolltier, so 
liegt es im Anschlu8 an das Vorausgehende am niachsten, dar- 
aus den SchluB zu ziehen, daB durch das Fehlen der Milz der 
Umfang der Hiamolyse sich vermindert habe. Der gréBere 
Blutentzug beim milzlosen Tier wiirde ein Mittel abgegeben 
haben zur Erkennung der himolytischen Funktion der Milz. 
Ob der Fortfall der auf Rechnung der Milz kommenden Ha- 
molyse allein geniigen wiirde, um alle Erscheinungen zu er- 


klaren, die in diesem Versuche mit dem gréBeren Blutentzug 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 3 
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beobachtet worden sind, wiirde man nur aus den Daten und 
Kurven dieses Versuchs weder bejahen noch verneinen kénnen. 
Allerdings wiirde das nachherige Ubersteigen der Norm beim 
milzlosen Tier aus den gleichen Griinden wie friiher sich besser 
erklaren lassen durch ein gesteigertes Funktionieren des Knochen- 
markes. Aber ich glaube nicht, daB man zu dieser Erklarung 
genotigt sein wiirde. 

Erst aus den Folgen des kleinen Blutentzuges und den 
sich daran schlieBenden Erwagungen kann man dazu gelangen, 
auch in den Vorgiingen nach dem gréBeren Blutentzug die Kom- 
ponente gesteigerter Knochenmarksleistung zu erblicken. Der 
kleine Blutentzug erweist sich in seiner Eigenschaft als milder 
Reiz als ein empfindlicheres Priifungsmittel fiir feinere Funktions- 
ainderungen. Beiliufig fiige ich hinzu, daB Laudenbach durch 
direkte Untersuchung des Knochenmarkes ein erhéhtes Funk- 
tionieren desselben nach Milzexstirpation aus der kirschroten 
Farbung der Epiphysen erschlossen hat. 


VII. Der Einflu8 von Aqua amygdal. amar. auf das Blutbild 
des splenecktomierten und des Kontrolltieres. 


In den vorausgehenden Abschnitten war wesentlich in der Ab- 
sicht, eine etwaige gesteigerte Knochenmarksfunktion nach Milz- 
exstirpation zu priifen, der Blutentzug als Reiz benutzt worden. 
Es gibt aber noch andere Mittel, von denen man eine Erregung 
des himatopoetischen Apparates ausgehen la8t. Hierzu gehért 
der Sauerstoffmangel. Derselbe ]ai8t sich auf verschiedene Weise 
experimentell erreichen. Ich wihlte hierzu ein chemisches 
Mittel, das Cyan. Mit Hilfe von Aqua amygdalarum amar. 
kann man in sehr vorsichtiger Weise die Eingabe von Cyan 
dosieren. Das Cyan wirkt sauerstoffentziehend. Es gestaltet 
sich die Fragestellung demnach so, ob bei einem milzlosen und 
einem normalen Tier die auf chemischem Wege herbeigefiihrte 
Entziehung von Sauerstoff gleich oder anders wirke. Um nichts 
zu prajudizieren, kann man auch die ganz allgemeine Frage 
beriicksichtigen, ob das milzlose und das normale Tier gleich 
oder verschieden auf schwache Cyanvergiftung reagieren. Ver- 
gleiche zwischen der Wirkung eines Giftes auf ein normales 
und ein milzloses Tier liegen in der Literatur schon vor, und 
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zwar besonders von Pugliese. Auch Zimmermann hat unter 
Ashers Leitung Pyrodin in der gleichen Absicht benutzt. Bei 
den bisher angewandten Giften lag aber entweder die Idee zu- 
grunde, durch diese Gifte die Resistenz der roten Blutkérper- 
chen zu priifen, so bei Pugliese, oder die blutkérperchen- 
zerstérende Wirkung derselben zu benutzen, um die Wirkung 
auf die Eisenausscheidung zu beobachten, wie bei Zimmer- 


mann. Im ganzen war es bisher die blutkérperchenzer- 
stérende Wirkung, die am meisten interessierte. Der Gesichts- 
punkt der Reizung durch Sauertoffmangel wie iiberhaupt der 
Reizung des himatopoetischen Apparates war noch nicht der 
leitende gewesen. 


Wie schon angefiihrt, verleibte ich den Versuchstieren das Cyan in 
Form von Aqua amygdalarum amarum ein. Die Lésung war so dosiert, 
daB 1 ccm derselben 1 mg Cyan enthielt. 

Fiir gewohnlich wurde jedesmal 1 bis 2 ccm subcutan injiziert, so 
daB die Tiere auf einmal nie mehr als 1 bis 2 mg Cyan erhielten. 
Das entmilzte Kaninchen vertrug die Injektion von 3 ccm Aqua amyg- 
dalarum amarum ausnahmslos ohne sichtbare Stérung. Anders das nor- 
male Tier. Hier ereignete sich nach Injektion von 2 ccm eine kurz an- 
dauernde heftige Intoxikationserscheinung, die sich gelegentlich in starker 
Dyspnoe auBerte. Deshalb bin ich bei dem normalen Kontrolltier meist 
auf eine Dosis von 1 ccm herabgegangen. Dann verliefen die Erschei- 
nungen genau wie beim milzlosen Kaninchen. Um sicher zu gehen, habe 
ich noch ein weiteres normales Kontrolltier benutzt. 

Aber auch dieses bot die gleichen Erscheinungen dar. Es hat da- 
her den Anschein, als ob ein milzloses Tier etwas resistenter gegen die 
Vergiftung mit Cyan sei. Was nun den Erfolg der Injektionen auf das 
Verhalten der Himoglobinmenge und der Blutkérperchenzah! betrifft, so 
lieB sich ein deutlicher Unterschied zwischen dem milzlosen und dem 
normalen Kontrolltiere feststellen. Allgemein gesprochen war der Unter- 
schied genau der gleiche wie nach den kleinen Blutentziigen. Ehe ich 
niher darauf eingehe, méchte ich noch die zeitlichen Verhialtnisse er- 
értern, deren Beriicksichtigung bei der Blutuntersuehung in dieser Ver- 
suchsreihe sich als ndétig erwiesen hat. In den friiheren Reihen hatte 
ich die Himoglobinbestimmung und die Zahlung der roten Blutkérper- 
chen alle 24 oder alle 2 mal 24 Stunden vorgenommen. Hier muBte ich 
aber 6fters in Intervallen von 12 und sogar 3 bis 4 Stunden die Be- 
stimmung machen, und zwar aus dem Grunde, weil gerade beim milz- 
losen Tiore gewisse Verainderungen, die infolge der Cyaninjektionen ein- 
traten, nach 24 Stunden schon abgeklungen waren, sich jedoch in 4 oder 
12 Stunden deuiiicn feststellen lieBen. Ich stelle die Resultate der Ver- 
suche in Form von Tabellen und Kurven zusammen, um daran die Be- 
sprechung derselben zu kniipfen. 


3* 
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Tabelle VII. 


Milzloses Kaninchen. 











Datum und Quantitaét der In- | Dat. d. nachsten 
jektion von Aqua amygd.amar.| Bestimmung 


Erythrocyten 





5. VI. 1912 = 


7. ee ques 
7. VI. — oe 

8. VI. _ 
10. VI. gece 


i, Ze § 108000 
12. VI. gq 
13. VI. gue 
14. VI. eto 


6. VI. 1912, 1 ccm 


10. VI. 
12. VI. 


14. VI. — 
15. VI. 
17. VI. 25 p.m., 2cem . _ _ 
17. VI. 5*/.® p.m. 

18. VI. 4 700000 
18. VI. 7° p.m., 2ccm . — _ 
19. VI. 8" a. m. 


19. VI. 7® p.m., 2 com 











"1 20.VI. 1* p.m. 


Tabelle VIII. 
Kontrolltier 3. 








Datum und Quantitét der In-| Dat. d. naichsten 


jektion von Aqua amygd.amar.| Bestimmung Erythrocyten 





5. VI. 1912 5 esoeee 


6. VI. 1912, 1 ccm _ 
ef 4 790 000 


7. VI. 


8. VIL. 
10. VL 


11. VI. 
12. VI. 


10. VI. 
11. VI. 
11. VI. me 
13. VI. 
14. VI. 


15. VI. 





14. VI. 
17. VI. 2" p.m., 1 com 














17. VI. 5+/," p.m. 
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Tabelle IX. 
Kontrolltier 4. 





Datum und Quantitat der In- 
jektion von Aqua amygd. amar. 


Datum der Hamo- 
Bestimmung | globin 


Erythrocyten 








18. VI. 1912, 7" p.m., 2 com 
19. VI. 7® p.m., 2 ccm 








18. VI. 1912. 
19. VI. 8® a. m. 


20. VI. 1® p.m. 


4 750000 
3 580000 


3 500000 
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Juni 1972 
Fig. 10a. 


Beim Normaltier tritt nach jeder Injektion von Aqua amygdalarum 
amarum ein tiefes Fallen von Haimoglobinmenge und Blutkérperchenzahl 
auf. Nach 2 cem ist das Sinken sogar ein sehr tiefes. Nach dem Fallen 
steigen die Werte wieder an, aber das Ansteigen vermag den Verlust 
nicht wettzumachen. Daher zeigt die Kurve der ganzen Periode der 
aufeinanderfolgenden Injektionen insgesamt einen mehr und mehr ab- 
fallenden Verlauf. So ist am 17. VI. (die Versuchsreihe beginnt am 
5. VIL.) das Hiamoglobin schlieBlich von 63 auf 55, die Blutkérperchen- 
zahl von 5°00 auf 3759000 pesunken. Wenn wir den Vergleich bei 
diesem Ende anfangen, so zeigt im Gegensatz hierzu das milzlose Kanin- 
chen an diesem Tage eine Himoglobinmenge von 60, anfangs 65, und 
eine Blutkérperchenzahl von 519° gegen 5%°°°° jim Anfang. Vor allem 
aber ist weiter, trotz der meist doppelt so groBen Giftdosis, das Sinken 
von Hamoglobin und Blutkérperchenzahl nie so groB wie bei Normal- 
tieren. Der tiefste Fall von Hamoglobin beim milzlosen betrigt 60 
gegeniiber 54 beim Normaltiere, und das tiefste Sinken der Blutkérper- 
chenzahl beim milzlosen auf 47°°°° gegen 359° beim Normaltiere. Und 
was erst recht nicht bei den normalen Kontrolltieren vorkommt, das ist 
im Anfang der Injektionen einmal eine ganz erhebliche Erhéhung des 
Wertes von Himoglobin und Blutkérperchenzahl. Da sich die Injektionen 
in kurzen Intervallen wiederholen, kommt es auch beim milzlosen Tier 
immer mehr zum Sinken der beiden Kurven; aber gerade in den Kurven 
tritt es anschaulich hervor, wie ein viel starkeres Moment zur Wieder- 
herstellung der Norm vorhanden ist als bei dem normalen Kontrolltier. 
Alle beobachteten Erscheinungen erkliren sich sehr gut durch die Ge- 
sichtspunkte, fiir die ich mich in den vorausgehenden Abschnitten ent- 
schieden habe. Wenn wir davon ausgehen, da8 beim milzlosen Tier 
kompensatorisch das Knochenmark eine weit gesteigerte Leistungsfahig- 
keit besitzt, und dazu die gleiche oder gar noch héhere Empfindlichkeit 
auf Reize besitzt, so verlaufen die Vorginge nach Injektionen von Aqua 
amygdalarum amarum den an die Voraussetzung zu kniipfenden Er- 
wartungen entsprechend. 

Denn wir wiirden erwarten, daB gegeniiber einem Normaltier das 
milzlose ein gréBeres Regenerationsbestreben zeigen wiirde. Es soll 
natiirlich nicht bestritten werden, daB auch verminderte Himolyse an 
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dem Erfolge seinen Anteil hat. Ich bezweifle aber, daB nach so langer 
Dauer nach der Milzexstirpation gerade die Abnahme der Himolyse 
noch so bedeutend ist. Es fanden nimlich die Versuche dieser Reihe 
7 bis 8 Monate nach der Entmilzung statt. Im Blutbilde sind bei meinem 
Tiere keine Spuren des Fehlens der Milz mehr vorhanden, und dieser 
Befund deckt sich mit vielfacher Erfahrung, die gemacht worden ist, 
sowie nicht die geeigneten MaSnahmen getroffen wurden', um doch 
noch die Folgen des Milzverlustes aufzudecken. Wollte man die recht 
betrichtlichen Unterschiede in der Reaktion des normalen und des 
milzlosen Tieres auf die Cyanvergiftung ausschlieBlich durch den Unter- 
schied in dem Grade der Hi-nolyse erkliren, so miiSte man der normalen 
taiglichen Hamolyse eine GréBe zuschreiben, fiir die man gar keinen 
Anhaltspunkt hat. 

Es bleibt nur noch iibrig zu fragen, ob nicht etwa die 
Unterschiede dieser Reihe mit darauf zu setzen seien, daB die 
Blutkérperchen des milzlosen Tieres gegen die Giftwirkung des 
Cyans resistenter seien. Dafiir wiirde zu sprechen scheinen, 
daB der Fall in Zahl der roten Blutkérperchen nach den In- 
jektionen beim milzlosen Tier auffallend klein ist. Aus den 
Versuchsergebnissen wird sich nur schwer hier eine Entscheidung 
treffen lassen. Es scheint mir aber, daB die ganze Annahme 
eines Resistenterwerdens der Blutkérperchen durch Fehlen 
eines Organes der begrifflichen Klarheit ermangelt. Denn man 
kann sich keine rechte Vorstellung machen, wie das zustande 
kommen soll, es sei denn unter der Annahme, daB die Milz 
einen Stoff liefere, der in der Norm gewisse Blutkérperchen 
der Zerstérung zuginglicher mache; dieser Stoff miiBte nun 
fehlen. Solange man die Erscheinungen anders erkliren kann, 
scheint es richtiger, von derartigen rein hypothetischen Pro- 
zessen abzusehen. Kraftigere Tatigkeit des Knochenmarkes und 
eventuell verminderte Himolyse durch Fehlen der Milz reichen 
zur Erklirung vorderhand aus. 


VIII. EinfluB von Injektionen von Aqua amygdalarum amarum 
beim splenektomierten und beim Kontrolltier nach Thyreoid- 
ektomie. 

Als ich nahe am AbschluB meiner Arbeit war, erschien 
eine Arbeit von Mansfeld’), in der die Behauptung aufgestellt 
wurde, daB die durch verschiedene Methoden hervorgerufene 


1)G. Mansfeld u. Fr. Miiller, Arch. f. d. ges. Physiol. 198, 157,1911. 
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Sauerstoffarmut vermittels der Schilddriise ihren Angriffspunkt 
habe und daB bei Fehlen der Schilddriise gewisse Folge- 
erscheinungen des Sauerstoffmangels nicht eintreten. 

Mansfeld hat sich u. a. des Aqua amygdalarum amarum bedient, 
um Sauerstoffmangel zu erzeugen. Diese Arbeit regte dazu an, die 
Wirkung von Aqua amygdalarum amarum auf Himoglobinmenge und 
Blutkérperchenzahl am milzlosen und an normalen Tieren miteinander 
zu vergleichen. Zu diesem Zwecke wurde am 28. VI. 1912 dem milz- 
losen und dem normalen Kontrolltiere die Schi!ddriise exstirpiert. Die 
aseptisch ausgefiihrte Operation wurde in Morphiumnarkose gemacht. 

Durch einen mittleren Halsschnitt wurde die Schilddriise frei- 
gelegt; die beiden Seiteniappen und dic mittlere iiber der Trachea ge- 
lagerte Briicke einzeln fiir sich abgebunden und exstirpiert. Die beiden 
auBeren Glandulae parathyreoideae wurden sorgfiltig geschont. Die 
Wunden heilten per primam. 

Das Allgemeinbefinden beider Tiere nach der Operation blieb un- 
verindert gut. Es ist immerhin interessant konstatieren zu kénnen, 
daB das gleichzeitige Fehlen der Schilddriise und der Milz wenigstens 
in der ersten Zeit keine erkennbaren Symptome macht. Hingegen zeigt 
sich ein Unterschied in der Reaktion des normalen und des milzlosen 
Tieres hinsichtlich des Blutbildes infolge der Operation. Der Hamo- 
globinwert des milzlosen Tieres steigt von 64 auf 72, wihrend derselbe 
beim normalen Kontrolltier von 63 auf 60 sich bewegt. Die starke Er- 
héhung beim milzlosen Tiere kann nicht anders als darauf zuriickgefiihrt 
werden, da8B die Operation bei ihm als ein Reiz auf das himatopoetische 
System wirkte. Ein Blutverlust bei der Operation hatte nicht statt- 
gefunden, so daB gar keine Ursache vorliegt, das Moment der ver- 
minderten Himolyse mit hervorzuziehen. 

Was nun das Fehlen der Schilddriise anbetrifft, so ist aus meinen 
Ergebnissen nicht ersichtlich, daB dasselbe irgendeinen EinfluB aus- 
geiibt habe. Denn beide Tiere reagieren auf die Injektion von Aqua 
amygdalarum amarum sowohl hinsichtlich der Hamoglobinmenge wie 
der Zahl der roten Biutkérperchen genau wie vorher. 


Tabelle X. 


Entmilztes Kaninchen. 








Datum und Quantitaét der In- Datum der 


jektion von Aqua amygdalarum| Bestimmung Erythrocyten 





27. VI. 1912 5 700000 
1. VII. § 990000 
1. VIT. 1912, 12" mittags, 2 ccm — 2 
1. VII. 5* p. m. 5 900000 
2. VII. Lge 
4. VII. 5 — 





4. VII. 1912,2 com... — 
5. VII. nach 15St. 5 900000 
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Tabelle XI. 


Kontrolltier. 





Datum und Quantitat der In- Datum der 
jektion von Aqua amygdalarum} Bestimmung 





Erythrocyten 








27. VI. 1912 
1. VIL. 

1. VII. 1912, 12" mittags, 1 com — 

1. VIL. 5* p. m. 

2. VII. 

4. VII. 





4. VII. 1912, 2 com 








5. VIL. nach 15 St. | 


6000000 
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Vielleicht lohnte es sich aber, diese spezielle Frage, da ich aus 
auBeren Griinden meine Arbeit abbrechen muBte, noch etwas weiter zu 
untersuchen. 


IX. Zusammenfassende Betrachtungen und Resultate. 

Die in dieser Arbeit ermittelten Tatsachen lehren, daB 
ein milzloses Tier sich anders verhalt als ein normales. Wahrend 
in den vorausgehenden Arbeiten von Asher und seinen Schiilern 
gezeigt wurde, daB bei fehlender Milz vermehrt Eisen aus- 
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geschieden wird und deshalb bei ungeniigender Eisenzufuhr in 
der Nahrung Himoglobinmenge und die Zahl der roten Blut- 
kérperchen sinkt, hatte meine Arbeit als Ausgangspunkt den 
anderen Fall, daB Himoglobinmenge und Blutkérperchenzahl 
normal und iibernormal sein kénnen. Hierfiir kommen kom- 
pensatorische Prozesse und Abnahme der Himolyse in Betracht. 
Durch passende Reize, nimlich kleine Blutentziige, etwas gréBere 
Blutentziige und durch Cyanwasserstoff hervorgerufene Sauer- 
stoffarmut konnte die erhéhte Leistungsfaihigkeit und gréBere 
Anspruchsfahigkeit des hiamatopoetischen Apparates beim milz- 
losen Tier nachgewiesen werden. 

Auf Grund des augenblicklichen Standes unserer Kenntnisse 
und namentlich mit Riicksicht auf objektive Befunde an den 
Epiphysen miissen wir zur Annahme gelangen, daB die Funktion 
des Knochenmarkes nach Ausfall der Milz kompensatorisch ge- 
steigert ist. DaB die Abnahme der Himolyse nach Ausfall der 
Milz eine gewisse Rolle spielen kénnte, ist méglich, aber nicht 
beweisbar. 

Das Vorhandensein der Verminderung der Haimolyse nach 
Exstirpation der Milz stiitzt sich wesentlich auf interessante 
Feststellungen von Pugliese iiber die Beziehungen zwischen 
Milz und GroBe der Gallenfarbstoffbildung. Irgendwie in sichere 
Rechnung setzen 1a8t sich die Himolyse nicht, weil wir gar 
keine Daten besitzen, die uns Anhaltspunkte fiir die GréBe 
der normalen Himolyse liefern. AuSerdem ist in Erwagung 
zu ziehen, ob nicht einige Zeit nach der Milzexstirpation die 
Hamolyse durch kompensatorische Steigerung der sonst an der 
Hiamolyse beteiligten Organe wieder zur Norm zuriickkehrt. 
Hingegen ist es sehr wahrscheinlich, daB die sofort nach der 
Milzexstirpation beobachtete Vermehrung von Hiamoglobin und 
Blutkérperchen auf dem Ausfall der auf Rechnung der Milz 
kommenden Hamolyse beruht. 

Wir besitzen jetzt eine ganze Reihe von Kenntnissen, die 
uns in die Lage versetzen, den Versuch zu machen, die nach 
Milzexstirpation am Menschen und am Tiere gemachten, an- 
scheinend widersprechenden Resultate aufzukliren. Der Fall, 
wo Hamoglobinmenge und die Zahl der roten Blutkérperchen 
abnimmt, tritt dann ein, wenn in der Nahruag nicht hinreichend 
Eisen geliefert wird, um das infolge Fehlen der Milz zu 
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Verlust gehende Eisen zu ersetzen. Natiirlich kénnte die 
reichliche Eisenzufuhr erfolglos sein, wenn aus irgendeinem 
Grunde etwa der iibrige himatopoetische Apparat im Zustand 
der Unterwertigkeit sich befinde, vielleicht sogar dann schon, 
wenn das von mir erschlossene Hyperfunktionieren des Knochen- 
markes ausbleibt. Der Fall andererseits, wo nach, Milzexstir- 
pation die Hamoglobinmenge und die Zahl der roten Blut- 
kérperchen gegen die Norm erhdht ist, erklirt sich durch die ge- 
steigerte Anspruchsfahigkeit und Leistungsfaihigkeit des Knochen- 
markes, zum Teil vielleicht auch durch eine Herabsetzung der 
Himolyse, alles unter der Voraussetzung, daB in der Nahrung 
geniigend Eisen sich befindet. Das scheinen mir die Grund- 
ziige zu sein, die jeden Widerspruch in den Beobachtungen 
nach Exstirpation der Milz ohne pathologische Komplikationen 
zu beseitigen vermégen. 


ZusammengefaBt lauten die Resultate meiner Arbeit: 


1. Sofort nach der Milzexstirpation am normalen Kaninchen 
tritt bei eisenhaltiger Nahrung eine Erhéhung der Himoglobin- 
menge und der roten Blutkérperchenzahl auf. Dieselbe erklart 
sich durch die Abnahme der Hiamolyse infolge des Ausfalls 
der Milz; vielleicht steckt darin auch schon eine Komponente 
erhéhter Anspruchsfihigkeit des Knochenmarkes. 

2. Vergleicht man die Wirkungen sehr kleiner Blutentziige 
am normalen und am milzlosen eisenreich ernihrten Kaninchen, 
so ist das Sinken der Himoglobinmenge und der Blutkérperchen- 
zahl beim milzlosen Tier viel geringer als beim normalen, und 
beim milzlosen Tier kommt es nicht allein zu einer rascheren 
Wiederkehr zum normalen Verhalten, sondern es kann auch 
za einem Ubersteigen der Norm kommen. Dies erklart sich 
dadurch, daB das Knochenmark nach Milzexstirpation empfind- 
licher und leistungsfahiger wird. 

3. Bei einem etwas gréBeren Blutentzug bleibt der ge- 
schilderte Unterschied im Verhalten am normalen und milzlosen 
Kaninchen erhalten. 

4. Wird Cyanwasserstoff, der Sauerstoffarmut hervorruft, 
in Form von Aqua amygdalarum amarum subcutan injiziert, 
so ist das Verhalten von Hamoglobin und roten Blutkérperchen 
danach beim normalen und milzlosen Tier verschieden. Beim 
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milzlosen Tier sinkt im allgemeinen Hamoglobinmenge und 
Blutkérperchenzahl viel weniger und ist die Tendenz zur 
Wiederherstellung viel gréBer. Dies erklirt sich am leichtesten 
aus der Steigerung der Leistungsfahigkeit des Knochenmarkes 
beim milzlosen Tier. 

5. Die Exstirpation der Schilddriise wirkt als ein nicht 
spezifischer Reiz auf das milzlose Kaninchen zur erhdéhten 
Hamoglobinbildung. 

6. Die Exstirpation der Schilddriise hat keinen merklichen 
EinfluB auf die hier geschilderten Erscheinungen der Cyan- 
wasserstoffvergiftung, weder beim normalen noch beim milz- 
losen Tier. 

Soweit dieselben auf Sauerstoffmangel beruhen sollten, hat 
derselbe durch Fehlen der Schilddriise nicht an Wirksamkeit 
eingebuBt. 





Uber die biologische Bedeutung des Phosphors fir den 
wachsenden Organismus. 

I, Untersuchungen iiber den Einflu8 des Phosphors auf die 
Entwicklung von Tieren und auf den Phosphor- und Stick- 
stoffumsatz. 

Von 
M. Masslow. 

(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir experimentelle 


Medizin und der Klinik fiir Kinderkrankheiten der kaiser]. medizinischen 
Militar-Akademie in St. Petersburg.) 


(Hingegangen am 23. Juli 1913.) 


Vorliegende Arbeit setzt sich zum Ziel, die biologische Be- 
deutung des Phosphors fiir den wachsenden Organismus ex- 
perimentell zu untersuchen. Ungeachtet der grofen Literatur 
iiber diese Frage erscheint uns vieles noch unklar, ja ritsel- 
haft. Es existieren eine Menge von Liicken, viele Glieder fehlen 
in der langen Kette des Phosphorkreislaufes im Organismus, 
und eben diese Glieder stellen eine Tabula rasa dar, die von 
den einzelnen Forschern mit den verschiedens*en hypothetischen 
SchluBfolgerungen ausgefiillt wird. In Anbetracht dessen sind 
alle Zwischenetappen des Phosphorkreislaufes fiir uns mit dem 
Schleier des Ratselhaften verhiillt. 

Die friher angewandten Methoden zeichneten sich schon 
an und fiir sich durch ihre Einseitigkeit aus, sie lieBen ferner 
die Méglichkeit verschiedener Deutungen zu. Mittels dieser 
Methoden gelang es, so manches aufzukliren, vieles andere 
aber konnten sie nicht entscheiden, und so wurde die Frage 
immer verwickelter. Von diesem Standpunkt aus driangte sich 
unwillkiirlich der Wunsch nach einer neuen Methode auf, die 
keine mehrfachen Deutungen zulieBe, sondern unbestreitbare 
Tatsachen lieferte, einer Methode, die in sorgfaltigerer Er- 
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forschung des Chemismus tierischer Gewebe und Organe unter 
verschiedenen Bedingungen bestehen mu8. Man kénnte dabei 
den Phosphor und seine Verbindungen in der Gesamtasche des 
Tieres bestimmen oder die Asche eines jeden Organes einzeln 
untersuchen. Die erstgenannte Methode wire einfacher, ergibe 
aber nur ein unvollstandiges Bild, da im Organismus betricht- 
liche Verschiebungen in der Phosphorverteilung stattfinden 
kénnten, ohne mittels dieser Methode nachweisbar zu sein. 
Die zweite Methode ist selbstverstaindlich miihsamer, kom- 
plizierter, ergibt aber unzweifelhaft wertvollere Resultate im 
Sinne einer Untersuchung des Phosphorkreislaufes in seinen 
verschiedenen Etappen. Gerade diese Methode einer systema- 
tischen Untersuchung der Organe wurde auf Vorschlag von 
Frau Dr. N. Sieber unter ihrer Leitung meinen Nachforschungen 
zugrunde gelegt. Die Methode der Stoffwechseluntersuchungen 
wurde von mir nur beilaufig als Erginzung der Hauptunter- 


suchungen angewandt. Die durch Harn und Faeces aus- 
geschiedenen Stoffe kénnen das Resultat komplizierter Um- 
wandlungen im Organismus sein; zu denselben gehért stets 
eine solche Menge von Nebenprodukten, wie die Produkte des 


intracelluliren Stoffwechsels, daB wir nur mit der gréBten Vor- 
sicht Schliisse ziehen kénnen iiber das Schicksal der resorbierten 
Verbindungen. Aber andererseits gewinnen die gleichen Daten 
der Stoffwechseluntersuchungen, den organanalytischen Unter- 
suchungen zur Seite gestellt, bereits einen gewissen Wert. Da 
mir also eine so solide Grundlage wie die chemische Unter- 
suchung der Organe zur Hand war, konnte ich nicht umhin, 
einige Parallelversuche mit Untersuchungen des Stoffwechsels 
anzustellen. 

Meine Aufgabe bestand darin, experimentell nachzuweisen, 
ob der Haushalt des Organismus wirklich so groBer Phosphor- 
mengen bedarf, wie aus den Resultaten der Stoffwechselunter- 
suchungen hervorgeht; andererseits wollte ich priifen, welche 
Veriainderungen im Organismus unter dem Einflu8 von phosphor- 
armer Nahrung erfolgen, auf welche Weise der Organismus in 
diesem Falle seinen Bedarf deckt, welche Organe und Vor- 
giinge zuerst und am me‘sten leiden. Die zweite Aufgabe war, die 
Bedeutung der einen oder anderen mit der Nahrung eingefiihrten 
Phosphorverbindungen fiir den Organismus darzutun, d. h. nach- 
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zuweisen, ob die phosphorhaltigen Lipoide, die organischen 
Phosphorverbindungen und die anorganischen Phosphate fiir 
die Assimilation gleichwertig sind, und dadurch der Lésung 
des Problems iiber die Fahigkeit der Tiere zur Synthese kom- 
plizierter organischer Verbindungen naherzukommen. 

Da es in Anbetracht der komplizierten Methodik unméglich 
war, in einer Arbeit alle Phosphorverbindungen zu umfassen, 
so beschrankte ich mich auf die Untersuchung je eines Ver- 
treters fiir die Hauptgruppen: des Lecithins als typischen Ver- 
treter der phosphorhaltigen Lipoide, des glycerophosphorsauren 
Kalkes als Vertreter der organischen Verbindungen, der auch 
in der Praxis weite Verbreitung genieBt, und des phosphor- 
sauren Natriums als Vertreter der Phosphate. Auf diesem 
Wege konnte man hoffen, der Frage iiber die Synthese naher- 
zutreten, ferner eine wissenschaftliche Begriindung fiir die Ver- 
wendung dieser Praiparate in der Praxis geben zu kénnen. 

Praktisch suchte ich die Frage folgendermaBen zu lésen. 
Es wurden mehrere (4) Familien junger Hunde dazu benutzt. 
Ich wahlte Hiindchen, weil es nicht leicht ist, erwachsene 
Hunde von einem Wurf zu finden, die unter gleichen Be- 
dingungen aufwuchsen. Hiindchen von einem Wurf, die unter 
meiner Beobachtung unter gleichen Bedingungen aufgewachsen 
waren, erschienen dagegen als besonders giinstiges Material 
zum Vergleich der einzelnen Tiere untereinander. Junge Tiere 
erscheinen ferner in folgender Beziehung als besonders geeignet: 
Da in dieser Periode die intensivsten Prozesse von Entwicklung 
und Wachstum vor sich gehen, so bedarf der Organismus ganz 
besonders einer geniigenden Zufuhr von plastischem und Nahr- 
material, und im speziellen von Phosphor. Daher muB8 not- 
wendigerweise schon die geringste Stérung in der Zufuhr auf 
die Entwicklung der Hiindchen einwirken. 

Etwa im Alter von 6 Wochen wurde den Hiindchen die 
Muttermilch entzogen und sie wurden nun mit Kuhmilch und 
Haferschleim gefiittert. Erst als die Hiindchen vollstindig an 
die gemischte Nahrung gewéhnt waren, d.h. im Alter von 
7 bis 9 Wochen, verwendete ich dieselben fiir die Versuche. 
In jeder Familie wurde 1 Hiindchen vor Beginn der Versuche 
getétet, um einen Begriff zu bekommen, mit welchem Phosphor- 
gehalt in den Organen der Versuch angetreten wird. Ein 
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zweites Hiindchen diente zur Kontrolle der normalen Ent- 
wicklung; es erhielt Milch, Haferschleim, Fleisch (Pferdefleisch) 
und wurde am Schlu®B des Versuches getétet; dadurch wurde 
ich in den Stand gesetzt, zu verfolgen, wie sich der Phosphor- 
gehalt in den Organen unter normalen Entwicklungsbedingungen 
andert im Vergleich zu dem Gehalt an Phosphor vor dem 
Versuch. Die anderen Hunde wurden folgendermaBen gruppiert : 
die einen erhielten eine an EiweiBen, Fetten und Kohlen- 
hydraten reiche, aber phosphorarme Nahrung, den anderen 
wurde bei sonst gleicher Diit in bestimmten Mengen Natrium 
phosphoricum, Calcium glycerinophosphoricum und Lecithin 
hinzugefiigt. Am SchluB des Versuches wurden alle Organe 
dieser Tiere auf ihren Phosphorgehalt untersucht. Auf diese 
Weise konnte ich mich fehlerfrei davon iiberzeugen, ob die 
genannten Verbindungen resorbiert und im Organismus ab- 
gelagert werden, und in Form welcher Verbindungen die etwaige 
Ablagerung erfolgt. Zum Zwecke einer méglichst vollstandigen 
Klaérung dieser Frage wurde die Mehrzahl der Organe auf 
ihren Gehalt an Gesamtphosphor, an anorganischem und or- 
ganischem Phosphor untersucht, und da, wo die Quantitat des 
Organes dies erlaubte, auch auf Lipoidphosphor. Nach Kenntnis- 
nahme dieser Tatsachen konnten wir uns leichter iiber den 
Kreislauf des Phosphors im Organismus orientieren und konnten 
uns dariiber klar werden, in welcher Form er abgelagert wird. 

Nebenbei war ich bestrebt nachzuweisen, ob Milch allein 
den Bedarf des wachsenden Organismus decken kann, und 
welche Rolle dabei die Phosphorsalze spielen. Die Tatsache, 
daB die Tiere zu einer bestimmten Lebenszeit zu gemischter 
Nahrung iibergehen, zeigt uns, daB Milch aufhért das Tier zu 
befriedigen. Es erschien wiinschenswert, mittels der gleichen 
Methode der Organuntersuchung aufzuklaren, wie sich der 
Phosphorgehalt im Organismus andert. DaB der Phosphor der 
Milch eine wichtige Rolle spielt, darauf weisen schon die Unter- 
suchungen Abderhaldens hin. Hundemilch ist beinahe 2*/, mal 
so reich an Phosphor wie Kuhmilch und ungefahr 10 mal reicher 
als Frauenmilch. Indem wir die Hundemilch durch Kuhmilch 
ersetzen, bringen wir den wachsenden Organismus des Hiindchens 
unter schlimmere Bedingungen, was die Phosphorzufuhr an- 
betrifft. 
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Um die Bedeutung des Phosphors klarer hervortreten zu 
lassen, gab ich einigen Hunden Kuhmilch, aus der ich das 
phosphorreiche Casein entfernt hatte; ich ersetzte dasselbe durch 
Eieralbumin, ein Eiwei8, das nur Spuren von Phosphor enthiilt. 
Unter diesen Bedingungen sank der Phosphorgehalt der Milch 
noch um 30 bis 50°/,, und auf diese Weise wurden die Be- 
dingungen fiir Phosphorhunger geschaffen. Indem ich die Or- 
gane dieser Hunde am Schlusse der Versuche auf ihren Phos- 
phorgehalt priifte, war ich véllig imstande nachzuweisen, welche 
Rolle der Phosphor bei der Ernahrung mit Milch spielt. AuBer- 
dem machte ich es mir zur Aufgabe, nachzuweisen, welche 
Anderung die fermentativen Funktionen der Organe bei einer 
ungeniigenden Phosphorzufuhr in der Nahrung erfahren, anderer- 
seits, wie sich dieselben bei Anwesenheit der einen oder anderen 
Phosphorverbindung verhalten. 

Es geniigt nicht, den Stillstand in Gewicht und Entwicklung 
nachzuweisen, es ist wiinschenswert, auch die Ursache desselben 
zu begreifen; in dieser Beziehung kann die Untersuchung der 
fermentativen Funktion der Organe uns einiges aufkliren. Da 
die Frage noch ungeniigend erforscht ist, erschien es héchst 
interessant zu verfolgen, inwieweit die Fermentfunktionen von 
einer geniigenden Phosphorzufuhr abhangen. Zu diesem Zwecke 
wurden alle Organe auBer der Untersuchung auf ihren Phos- 
phorgehalt noch auf ihren Gehalt an Fermenten gepriift. Ich 
untersuchte folgende Fermente: Katalase, Lipase, Amylase, 
Diastase, Nuclease im Blutserum, in einigen Fallen auch Anti- 
trypsin. Kannten wir den Gehalt der Zellen an Fermenten 
und Lipoiden, diesen zwei wichtigsten Substanzen der tierischen 
Zelle, so war es uns leichter, mit dem Wesen der intermediaren 
Lebensprozesse des Organismus bekannt zu werden. 

Die Stoffwechseluntersuchungen erfolgten an zwei Familien 
von jungen Hunden. Die eine derselben bestand aus 3 Hiindchen. 
Als diese etwas heranwuchsen und sich an gemischte Nahrung 
gewohnten, verwendete ich sie zum Versuch. Die zweite Familie 
bestand aus 2 dlteren, d. h. 3 Monate alten Hiindchen, wahrend 
die Hunde der ersten Familie bei Beginn des Versuches nur 
9 Wochen alt waren. Ein Tier diente zur Kontrolle und er- 
hielt Pferdefleisch, Haferschleim und Milch. Die anderen er- 


hielten eine spezielle Nahrung. Bei Auswahl der Nahrung 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 4 
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wurde vor allem darauf gesehen, daB dieselbe den Bedarf des 
Tieres an EiweiBen, Fetten, Kohlenhydraten sowie an Salzen 
(K, Na, Ca, Mg, Fe) decke, dabei aber méglichst arm an Phos- 
phorsalzen sei; zweitens sollte sie méglichst wenig Bestandteile 
enthalten und wohlschmeckend sein. Als Grundlage fiir eine 
solche Diaét dienten nur Reis und Eieralbumin. 


Die Nahrung war folgendermaBen zusammengestellt : 


es < 6s 46 2 4 ee 
6 Ch! se 
ee. |< . . «> ¢ © 
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Aus diesem Gemische wurde mit destilliertem Wasser eine 
Griitze bereitet und vor dem Kochen das Salzgemenge hin- 
zugefiigt. Die Salze wurden nach einem in der Arbeit von 
Lipschiitz angefiihrten Schema zusammengesetzt, d. h. wir 
nahmen: 


Pt ais «secede ieee 
SP oe! = 16,0 ” 
[ie gue fies Ree 
| eee | 
Ferr.oxyd.sacchar.. . 6,0 » 
Im ganzen. . . . . 100,0 Teile 


Aus diesem Gemenge wurden wiasserige Lésungen her- 
gestellt, wobei das Eisen apart gelést und aufbewahrt wurde. 
In 24 Stunden wurden im ganzen je 6,25 g Salze und 0,375 g 
Eisen gegeben. 

Ehe wir iiber den Phosphorgehalt dieses Breies sprechen, 
miissen wir uns dariiber klar werden, ob derselbe dem Bedarf 
an EiweiB, Kohlenhydraten und Fetten geniigt. An Hand der 
Kénigschen Tabellen kénnen wir leicht berechnen, da8 in dem 
Gemenge von der obengenannten Zusammensetzung 18,3°/, 
EiweiB, 20,9°/, Fett und 47,03°/, Kohlenhydrate enthalten 
sind. Die gréBte Bedeutung kommt natiirlich dem EiweiB- 
gehalt der Nahrung zu. In dieser Beziehung fehlit es an 
speziellen Versuchen iiber die Entwicklung von Hunden, es 
liegt aber eine Reihe von Beobachtungen an Kindern vor. 
Eine ganze Reihe von Autoren, die sich mit dieser Frage be- 
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schiiftigten, haben verschiedene Werte fiir den EiweiBbedarf 
bei bereits von der Brust entwéhnten Kindern aufgestellt. 
Ich verwerte die Angaben Stargardters, der auf Grund 
seiner Studien iiber die Literatur der Frage und _ spezieller 
Versuche angibt, daB fiir von der Brust entwéhnte Kinder 
1,5 bis 2,5 g Eiwei& pro 1 kg Koérpergewicht im Tage geniigen. 
Bei gemischter Nahrung geniigen 10 bis 12°/, Eiwei8 in der 
Gesamtnahrung (andere vergréBern diese Zahl auf 18 bis 20°/,). 
Unter den stickstofffreien Substanzen verdienen die Kohlen- 
hydrate den Vorzug vor den Fetten. Besonders wiinschens- 
wert ist, daB sie sich in der Nahrung wie 2:1 verhalten. 
Diese fiir Brustkinder berechneten Tatsachen sind wir be- 
rechtigt auch auf wachsende Hiindchen anzuwenden. 
Vergleichen wir das prozentuale Verhiltnis der einzelnen 
Nahrungsbestandteile, so sehen wir, daB dieselben vollstandig 
den Bediirfnissen des wachsenden Organismus entsprechen. 
An den Tieren der ersten Familie wurden 3 vollstaindige 
Untersuchungen des Stickstoff- und Phosphorumsatzes ausgefiihrt: 
vor dem Versuch, in der Mitte desselben und am Ende der 




















Versuchszeit. 
Tabelle IL. 
Stickstoffumsatz der Hunde. 
+ pr 7 Z 2 sii 2 “| & ' 
|b 83/58/>,6!] 3 ‘as 
4 ce SEIS gigke| & aa i 
Datum |. § 25 Paes Ages) sia Diat pro Tag 
ZmiOod ‘ee & é 
i Gri Os 6-4-8 g 
3 Tage {| 11 | 7,64) 4,60) 1,83) 6,43) 5,81) + 1,21 | 1000¢ Milch-+ 300 g Haferschieim. 
v. 14. bi 12 | 7,64) 4,16) 2,03; 6,19) 5,61) + 1,45 do. 
16. IV. 13 | 30,24) 22,10) 3,12) 25,22) 27,12) + 5,02 | 250¢ Milch + 300g Fleisch. 


3 Tage 11 | 11,31) 3,27| 5,14) 8,41) 6,17) + 2,90] 500g Brei ohne P. 
25. bi 12 | 8,24) 3,75) 4,29) 8,04) 8,95) + 0,20] 500g Brei ohne P (ein Teil davon 
v. . oe wurde nicht aufgegessen). 
27. IV. |} 13 | 30,94! 22,10! 3,12! 25,22 27,12! + 5,09 | 250g Mileh + 800g Fleisch. 
11 | 6,33) 1,05) 3,67) 4,72) 2,66) + 1,61 | 500¢ Brei ohne P (ein Teil davon 
3 Tage blieb nach). 
v. 18. bis)] 12 | 5,25] 1,46) 2,28) 8,74! 2,97] 41,51 do. 


20. V. 13 | 27,62) 23,94) 3,05) 26,99) 24,57| + 0,63 | 300g Fleisch + 200g Haferschieim. 
2 Tage v. { 14 | 7,54) 4,91) 1,53) 6,44) 6,01) + 1,10 | 500g Brei ohne P + Phosphate. 
3. bis 5. VEU 15 | = 7,54) 4,21) 1,53) 5,74| 6,01) + 1,80 | 500g Brei ohne P. 


2 Tage v. f} 14 | 7,54) 4,71) 1,62) 6,33) 5,92 
20.bis21.VL.U 15 | 7,54) 2,94) 2,32) 5,29) 5,22 


1,21 | 500g Brei ohne P. 
2,25 | 500g Brei ohne P + Phosphate. 
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Bei Durchsicht dieser Tabelle sehen wir, daB das Stick- 
stoffbediirfnis bei der phosphorarmen Nahrung vollkommen 
gedeckt wurde. In allen Fillen war die Bilanz eine positive. 


Sogar in den Fillen, wo die Hiindchen nicht die ganze Tages- — 
ration von Griitze auffraBen, wurde eine Retention von N im 
K6rper erzielt. Datt 
Bei Fleischnahrung wird der Stickstoffumsatz bedeutend 
erhéht, in gleicher Weise steigt auch die Assimilation des N. 3 Tay 
Zwischen Milchnahrung und phosphorarmen Brei besteht da- y. 14. 
gegen fast kein Unterschied, weder in der GréS8e des Stickstoff- 16. I 
umsatzes noch in der Assimilation des N. 3 Tay 
Die Hunde Nr. 14 und 15 erhielten in der Nahrung auBerdem 
noch Phosphate. In der ersten Periode der Versuche wurden 
dieselben dem Hunde Nr. 14 gegeben, wiahrend Nr. 15 nur Griitze 8 Tag 
erhielt, in der zweiten Periode war es umgekehrt. Wenn wir wil 
ag 


die Ziffern ihres Stickstoffumsatzes vergleichen, so sehen wir 
so geringe Schwankungen, daB wir ihnen keine besondere 2 Tag 
Bedeutung beimessen kénnen. 

Die Assimilation des N ist die gleiche bei Anwesen- 
heit von Phosphaten wie auch ohne dieselben; obgleich 
wir in der 2. Periode der Versuche eine scheinbar gréBere 
Aneignung beobachten, kénnen wir diesen Daten keine be- 
sondere Bedeutung zuschreiben, wenn wir zugleich die Ge- 
ringfiigigkeit der Schwankungen und das Fehlen einer Zu- 
nahme bei dem ersten Versuche beriicksichtigen. Diese 
Zahlen sind fiir uns insofern von Bedeutung, als sie uns 
bestatigen, daB der EiweiBbedarf der Tiere gedeckt wird 
und daB ein etwaiges Zuriickbleiben in der Entwicklung 
nicht von einem Mangel an EiweiB in der Nahrung abhingt. 
Andererseits bestehen die Vorziige der Fleischnahrung eben- 
falls nicht in ihrem Reichtum an EiweiB; obgleich der all- 
gemeine Stickstoffumsatz bei derselben deutlich ansteigt, ist 
die N-Assimilation nicht sehr bedeutend, im ersten Falle 
sogar geringer als bei Hunden, denen phosphorarmer Brei 
gegeben wurde. 

Im folgenden fiihre ich die Daten hinsichtlich des Phos- 
phorumsatzes an. 
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Tabelle II. 
Phosphorumsatz der Hunde. 
yy - x 
Slee 3 ~. @ 8s Resorp- Assimila-|2 8% 
SESE $e 38 38: tion d. P| tion d. P ree 
i?) oe 
Datum us al Pa pr | Oa ce gs2 Absol. Absol.| 3 gf Diat 
E Z| Menge |¢/, | Menge|0/,]< 2 
7 21.81 6 1@ 36 g | g 
3 Tage {| 11 | 1,440| 0,315) 0,049| 0,364] 1,391] 96 | 1,076. 74 [4 0,358 | mich + Haferschietm. 
v.14. bist] 12 | 1,440) 0,385) 0,062| 0,447] 1,378) 95 | 0,993) 68 [+ 0,331 do. 
16. IV. 13 | 1,957) 0,572) 0,204) 0,776] 1,753) 89 | 1,181) 60 |+ 0,393 | Milch + Fleisch. 
11 | 0,275! 0,085] 0,112) 0,147} 0,163! 59 0,128| 46 + 0,042 | phosphorarmer Bret. 
3 Tage 4] 12 | 0,207| 0,024] 0,130) 0,154] 0,077/ 37 | 0,053) 25 [+ 0,017 do. 
56.1 «eo |, on. ).00.) en Bae degen fem ae 
11 | 0,158) 0,022| 0,066) 0,088} 0,092) 58 | 0,070) 44 1+ 0,028 fie 
3 Tage 4] 12 | 0,131| 0,017) 0,073) 0,080} 0,058| 44 | 0,051| 38 |4 0,017 mo 
13 | 1,689| 0,942| 0,278) 1,220] 1,411| 83 | 0,469| 27 |+- 0,156 |reisch-+-Haterschietm. 
14 | 0,188) 0,186) 0,131! 0,317] 0,057/ 30 | 0,129) — + 0,064 | phosph —_ 
2 Tage {| 15 | 9'679| 1'367| 0275 1,642} 2,404) 89 | 1,087| 38 |+ 0,518 mal} seetinen 
a Tage {| 14 | 2535) 1,275] 0,473) 1,748} 2,062) 81 | 0,787| 81 [+ 0,393 | Brei + Phosphate. 
| mit Caseinzusatz. 











Betrachten wir diese Tabelle. 

Die Periode der Vorbereitung, als die Hiindchen noch 
Milchnahrung und Haferschleim erhielten, wahrend das Kontroll- 
tier mit Milch und Fleisch gefiittert wurde, ergab ungefahr 
die gleichen Assimilationswerte bei allen Hunden. Diese Werte 
kénnen wir ohne Zégern als normalen Phosphorbedarf der 
Hunde in dieser Entwicklungsperiode ansehen. Diese Werte 
entsprechen ungefahr den von Lipschiitz angegebenen; der- 
selbe fand den Minimalbedarf gleich 0,230 g P oder 0,144 g P 
pro 1 kg Kérpergewicht. Unsere Zahlen (im Durchschnitt 
0,450 g P) sind etwas gréBer und stellen eher ein Maxi- 
mum dar. 

Beim Ubergang auf phosphorarme Nahrung, d. h. auf Griitze, 
als die Phosphorzufuhr plétzlich von 1,440 g auf 0,275 und 
0,207 g sank, muBte fiir den Organismus Phosphorhunger 
eintreten, selbst wenn aller Phosphor assimiliert wurde, was 
natiirlich niemals der Fall ist. Die Phosphorassimilation nahm 
im Vergleich mit dem friiheren Wert 0,358 g beinahe um das 
10fache ab; fiir den Hund Nr. 11 betrug sie 0,042 g P, fir 
den Hund Nr. 12 0,017 g P. 
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Diese Werte stehen bedeutend unter dem Minimum. Augen- 
scheinlich kann der Brei den Phosphorbedarf nicht decken. 
Interessant erscheint, daB der Prozentsatz der Resorption und 
Assimilation des Phosphors dabei abnahm. Die ungeniigende 
Resorption l4Bt sich eventuell noch dadurch erkliren, daB 
die Hiindchen Griitze schlechter verdauen als Milch, aber die 
verminderte Assimilation bleibt doch unverstandlich. Freilich 
muB ich hierzu bemerken, daB bei so geringen Phosphorwerten 
die Berechnung in Prozenten nicht besonders iiberzeugend 
ist. Es unterliegt keinem Zweifel, daB ein Teil des Phosphors 
bei jeder Art der Nahrung unausgenutzt bleiben kann, anderer- 
seits aber kann man annehmen, daB der Phosphor des Harnes 
einfach das Resultat der Lebenstatigkeit des Organismus, ein 
Produkt des intracelluliren Stoffwechsels, ist. 

Die Untersuchungen von Prausnitz, Lipschiitz u. a. 
iiber die Zusammensetzung von Faeces beim Hungernden er- 
gaben gleichfalls, daB die Faeces immer Phosphor enthalten, 
und daB 0,6°/, P die Norm fiir jede Art Faeces darstellt. Dieser 
Phosphor stammt entweder aus den Sekreten des Verdauungs- 
traktus oder ist gleichfalls ein Produkt des intracelluliren Stoff- 
wechsels. 

Berechnen wir den Phosphor der Faeces in Prozenten in 
unserem Falle, so erhalten wir die Zahlen 0,16°/, P, 0,24°/, P 
fiir Hiindchen auf phosphorarmer Diat, d. h. Mengen, die kleiner 
sind, als die oben angefiihrte Norm. Triigen wir diese Korrek- 
turen in die Tabellen ein, so erhielten wir schon ein ganz 
anderes Resultat, naimlich, daB aller Phosphor der Nahrung 
resorbiert und assimiliert wurde. 

Genau ebenso andern sich dann die GréBe und die Pro- 
zente der Assimilation bei Hiindchen, die mit Milch oder Fleisch 
ernihrt wurden, und zwar im Sinne einer Steigerung. Auf 
den ersten Blick scheint es, als ob der Organismus sich sogar 
mit diesen geringen Phosphormengen begniigen kann. In Wirk- 
lichkeit ist das nicht so. Diese Zahlen beweisen uns nur das 
eine: wenn die Phosphormenge der Nahrung grdéBer ist als die 
Summe des Phosphors in Faeces und Harn, so ist die Bilanz 
eine positive; ob aber auch der Bedarf damit gedeckt wird, 
kénnen wir auf Grund der Stoffwechselversuche allein nicht 
bestimmen. Wir kénnen nur sagen, daB der Wert des intra- 
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cellularen Phosphorumsatzes beim wachsenden Hunde ein sehr 
geringer ist, daher ist die Bilanz eine positive auch bei ge- 
ringem Phosphorgehalt der Nahrung. 

Der Hund Nr. 14 war bedeutend alter (3'/, Monate), der 
intracellulare Phosphorumsatz bedeutend gréBer, und wir be- 
kommen bereits eine negative Bilanz. Beim erwachsenen Hunde 
und beim Menschen ist er noch gréBer, und die negative Bilanz 
entsteht noch leichter. Diese Tatsachen zeigen uns, wie vor- 
sichtig man die Daten beim Stoffwechsel verwerten muB. 

Ich gehe nicht auf die Einzelheiten des Phosphorstoff- 
wechsels ein. Alle diese Daten wurden durch die Untersuchung 
der Organe kontrolliert und gewannen von diesem Standpunkte 
aus gréBeren Wert. Das, woriiber die bei Untersuchung des 
Stoffwechsels gewonnenen Zahlen nichts aussagten, wurde durch 
die zweite Methode besonders anschaulich. Nach Anfiihrung 
der auf die Organuntersuchung beziiglichen Tatsachen werde 
ich noch auf die Untersuchung des Phosphorumsatzes zuriick- 
kommen und dieselbe kritisch beleuchten, vorlaiufig gehe ich 
zur Schilderung der anderen Fragen iiber. 

Im ganzen standen mir 13 Hiindchen aus 3 Familien zur 
Verfiigung, ungerechnet 2 Hiindchen der vierten Familie, die nur 
zur Untersuchung des Stoffwechsels dienten. 

Um Wiederholungen zu vermeiden, werde ich alle Familien 
zugleich besprechen. Die erste Familie bestand aus 3 Hiindchen, 
die zweite aus 6 und die vierte aus 4 Hiindchen. Ein Teil 
derselben wurde mit Griitze von der oben geschilderten Zu- 
sammensetzung gefiittert, ein Teil dagegen erhielt, wie ich be- 
reits in der Einleitung anfiihrte, Milch, entweder ganze Milch 
oder Albuminmilch. Mit Albuminmilch bezeichne ich Kuhmilch, 
aus der das Casein entfernt und durch Eieralbumin ersetzt 
wurde. Berechnen wir Kuhmilch und Albuminmilch in Calorien, 
so erhalten wir fiir Kuhmilch 680 Calorien, fiir Albuminmilch 
1385 Calorien. Dabei darf man natiirlich nicht vergessen, daB 
wir immerhin eine EiweiBart durch eine andere ersetzen, was, 
nach den Beobachtungen an Kindern zu urteilen, fiir den 
wachsenden Organismus nicht gleichgiiltig ist. 

Fiir meinen Zweck war dies aber nicht von Belang. Die 
Hauptsache war, daB auf diesem Wege eine starke Verarmung 
der Milch an Phosphor erzielt wurde. In Anbetracht dessen, 
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da8 ein Hiindchen im Durchschnitt */, 1 im Tage austrinkt, 
berechnen wir, daB die Kuhmilch 0,390 g P enthalt, Albumin- 
milch dagegen 0,110 P. Unzweifelhaft kénnen wir Phosphor- 
hunger erzielen, wenn wir ein derartiges Milchgemenge zur 
Nahrung verwenden. 

In Anbetracht der Angaben Bunges iiber die Bedeutung 
des Eisens fiir den wachsenden Organismus wurden allen Milch- 
hunden taglich Eisensalze (Ferrum oxydatum saccharatum) zur 
Nahrung hinzugefiigt. Auf diese Weise war die Méglichkeit 
ausgeschlossen, daB8 Eisenmangel irgendeinen Einflu8 auf die 
Entwicklung des Tieres ausiiben konnte. 

Alle Hunde wurden in Gruppen verteilt. 


I. Familie. 
Hiindchen Nr. 11: Phosphorarme Griitze 
” ” 12: do. 
- » 18: Kontrolltier; erhielt Fleisch, Milch und Hafer- 
schleim. 


II. Familie. 
Hiindchen Nr. 1: Phosphorarme Griitze 
n n 2: 7 » -+ Lecithin 
: Ganze Kuhmilch 
: Albuminmilch 
: - -+- Glycerophosphate 
: Getétet vor dem Versuch. 
III. Familie. 
Hiindchen Nr. 7: Getétet vor dem Versuch 
- » 8: Kontrolltier; erhielt Fleisch, Haferschleim 


- » 9: Phosphorarme Griitze +- Glycerophosphate 
” n 10: r 6 a Phosphate. 


Alle Hiindchen waren ungefahr in gleichem Alter von 7 
bis 8 Wochen, die erste Familie 10 Wochen alt. Sie wurden 
im gleichen Raume, im ErdgeschoB, gehalten und verbrachten 
die meiste Zeit zusammen. In bestimmten Zeitriumen wurden 


sie gewogen. 

Im folgenden gehe ich zur Schilderung der Verainderungen 
iiber, die die Hiindchen unter dem EinfluB der einen oder der 
anderen Nahrung erlitten, und beginne mit der ersten Familie. 

Beginn des Versuches am 9. IV. 1912. Im Verlaufe von 
beinahe einem Monat wurden in der Entwicklung aller Hiindchen 
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keinerlei Unterschiede bemerkt. Die Versuchstiere nahmen 
ihren Brei gern zu sich, waren munter und standen in nichts 
hinter dem mit Fleisch gefiitterten Kontrollhunde zuriick. Das 
Gewicht nahm sogar wahrend der ganzen Zeit zu. Auf Grund 
dieser Tatsachen kénnte man annehmen, da der Phosphor- 
mangel wenig auf die Entwicklung der Hiindchen einwirkt. 

Gerade in diesem Stadium der Ernahrung wurden die 
Versuche von Lipschiitz abgebrochen. Die weitere Beobach- 
tung zeigte indessen, daB es sich nicht so verhielt. Im An- 
fange des zweiten Versuchsmonates tritt in der Entwicklung 
der Hiindchen, die phosphorarmen Brei erhielten, eine Ver- 
anderung ein, sie bleiben hinter dem Kontrolltier zuriick. 

Das Gewicht bleibt das gleiche und fangt an zu sinken, 
sie magern ab, verlieren aber von der Zeit die Munterkeit. 
Zur Nahrung verhalten sich diese Hiindchen vollkommen gleich- 
giiltig, sie werfen sich nicht mehr mit Gier darauf wie friiher, 
sondern fressen ungern und viel weniger als friiher. Das Fell 
wird rauh, schmutzig, die Haare gehen aus. Die Hiindchen 
tummeln sich weniger, liegen mehr. Besonders deutlich wurde 
der Gewichtsverlust von der 7. Woche an, die Abmagerung 
trat noch deutlicher hervor. Am stiarksten wurde das Hiind- 
chen Nr. 12 davon betroffen. Es bewegt sich mit Miihe, kommt 
langsam an die Nahrung heran, friBt ungern. Anstatt 500g 
Brei nimmt es nicht mehr wie 200g zu sich. Durchfille und 
Krampfe treten nicht auf. Zu Beginn der 8. Woche beriihrte 
das Hiindchen die Nahrung gar nicht mehr und konnte nicht 
mehr aufstehen; stellte man es auf die FiiBe, so fiel es vor 
Schwiche auf die Seite. Beim Anruf wedelte es mit dem 
Schwanze, zuweilen heulte es jimmerlich. In den letzten Ver- 
suchstagen erschien es unglaublich abgemagert; man hatte buch- 
stablich ein nur mit Haut iiberzogenes Skelett vor sich, so daB 
alle, die es sahen, erstaunt waren. Die Temperatur war 
wahrend der ganzen Zeit normal. In Anbetracht dessen, daB 
der Exitus unbedingt eintreten muBte, wurde es in der 8. Woche 
durch Verbluten getétet und die Organe zur Untersuchung 
entnommen. Das andere Versuchshiindchen sah zu der Zeit, 
als das erste Hiindchen einging, etwas besser aus; es war noch 
auf den FiiBen, lief einem entgegen, a8 Brei, doch sank das 
Gewicht fortwihrend und deutlich. Darauf entwickelte sich 
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bei ihm allméhlich derselbe Zustand wie bei dem vorhergehen- 
den. Es begann mehr zu liegen, bewegte sich ungern von 
einem Ort zum andern, a8 ungern seinen Brei, trank ungern 
Wasser. Stellte man es auf die FiiBe, so fiel es vor Schwiiche 
hin. Am 61. Tage seit Beginn der Versuche ging es zugrunde; 
wir entnahmen die Organe zur Untersuchung. Der Kontroll- 
hund entwickelte sich wahrend dieser Zeit vollkommen normal, 
nahm fortwaihrend an Gewicht zu. Am Schlusse der Versuche 
wurde er durch Verblutenlassen getétet, um die Organe fiir die 
Untersuchung zu gewinnen. 


Tabelle III. 


ps orm an der Hunde. 
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Die beiden Hiindchen Nr. 9 und 10 gingen ungeachtet 
dessen, daB Phosphate und Glycerophosphate zur Nahrung hinzu- 
gesetzt wurden, ziemlich rasch zugrunde; das Phosphate er- 
haltende Hiindchen am 13. Versuchstage, das mit Glycerophos- 
phaten gefiitterte am 16. Tage. In Anbetracht des raschen 
Ausganges war das Bild in diesen Fallen nicht so deutlich aus- 
gesprochen, augenscheinlich waren die Tiere noch zu schwach, 
um lange mit dem Phosphormangel kimpfen zu kénnen. In 
jedem Falle kam es auch hier zu rapidem Gewichtsverlust 
und Krafteverfall, und die Tiere gingen unter dem gleichen 
Bilde zugrunde. Der Zusatz von Glycerophosphaten und Phos- 
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phaten war nicht imstande, einen giinstigen EinfluB auf Ent- 
wicklung und Gewicht auszuiiben. Natiirlich kénnen wir uns 
nicht dafiir verbiirgen, daB die Tiere unbedingt an Phosphor- 
mangel zugrunde gingen. Junge, vor kurzem erst von der 
Mutter entwohnte Tiere gehen so oft an unbekannten Ursachen 
zugrunde, da8 sie auch in diesem Falle an irgendeiner uns 
nicht bekannten Ursache eingehen konnten. Der Wert der 
Versuche aber leidet keineswegs, selbst wenn wir annehmen, 
daB der Tod ein zufilliger war. Beide Tiere nahmen ja wih- 
rend der ganzen Zeit (13 und 16 Tage) Brei zu sich und damit 
auch bedeutende Mengen von Phosphaten und Glycerophosphaten. 
Ist nun dieser Phosphor fiir den Organismus assimilierbar, 
niitzlich, so muB er den Organismus anreichern, sich in den 
Organen ablagern oder zum mindesten den Organismus vor 
Phosphorverarmung schiitzen. Die Untersuchung der Organe 
muB diese Frage auf die eine oder andere Art lésen, d. h. das- 
jenige bestatigen, was wir nachzuweisen bemiht waren. 

Aus der ferneren Darlegung geht hervor, daB diese Hiindchen 
die gegebenen Phosphorverbindungen nicht assimilieren konnten 
und auf Rechnung des eigenen Phosphors lebten. Zugunsten 
der Annahme, daB die Ursache ihres Todes eben in dem Phos- 
phormangel zu suchen ist, spricht auch das Resultat des Ver- 
suchs am Hiindchen Nr. 8. Dieses erhielt im Verlaufe der 
ersten 8 Tage phosphorarmen Brei; als das Gewicht anfing zu 
sinken, fiihrte ich es auf Fleisch-Milchdiat tiber. Wahrend einiger 
Zeit blieb das Gewicht auf dem gleichen Werte, das Tier be- 
gann sich zu erholen und schlieBlich nahm auch das Gewicht 
zu. Was den Unterschied zwischen Phosphaten und Glycero- 
phosphaten anbetrifft, so 14Bt sich nur sagen, daB das Tier, 
welches Glycerophosphat erhielt, etwas linger lebte. Resiimieren 
wir die Ergebnisse unserer Versuche an dieser Familie, so 
kénnen wir, basierend auf der Analyse der zu Lebzeiten auf- 
tretenden Erscheinungen und der Gewichtsinderungen, sagen, 
daB die Nahrung fiir den Tod des Tieres unzweifelhaft von Be- 
deutung war. 

Die Entwicklung des Hiindchens Nr. 1 verlief unter dem 
gleichen Bilde, wie die Entwicklung der Hunde aus der zweiten 
Familie Nr. 11 und Nr. 12; daher diente dieses Hiindchen zur 
Erginzung der ersten Versuche. Die Differenz bestand nur 
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darin, daB die Hiindchen dieser Familie ebenfalls jiinger waren 
als die der ersten Familie. Sie gehérten einer gréBeren Rasse 
an, daher war ihr Gewicht, ungeachtet ihrer Jugend, bedeutend 
hoher als bei letzteren. Der Hund Nr. 1 lebte 21 Tage. Er 
ging unter analogen Erscheinungen zugrunde: er magerte all- 
mahlich ab, verlor den Appetit fiir seinen Brei, wurde apathisch 
und kam unter dem Bilde von duBerster Entkraftung und Ge- 
wichtsverlust zum Exitus. 

Das Hiindchen, Nr. 2, das phosphorarmen Brei erhielt, 
entwickelte sich anfangs gleichfalls mangelhaft. Ich fing an, 
ihm Glycerophosphate zu geben, doch sank das Gewicht wah- 
rend dieser Periode noch mehr, das Hiindchen war vollkommen 
geschwicht. Darauf ging ich in der 3. Woche auf Lecithin- 
praparate von Merck iiber, wovon ich 3 bis 4g taglich in 
Form von Emulsion mit der Nahrung gab. Das Gewicht hérte 
auf zu sinken, das Hiindchen wurde merkbar munterer, bekam 
Appetit; auch das Gewicht nahm sogar im Verlaufe einer 
Woche zu, aber schlieBlich fing es wieder an zu sinken, un- 
geachtet des Lecithingehaltes der Nahrung. Das Tier magerte 
wieder ab und krepierte, aber die Abzehrung war geringer. 
Wie ist dieser Versuch zu deuten? Es unterliegt keinem 
Zweifel, daB unter dem Einflu8 von Lecithin eine zeitweise 
Besserung ebenso wie Gewichtszunahme erfolgte. Die Ursache 
dafiir, daB schlieBlich doch Gewichtsverlust und Exitus der 
Tiere erfolgte, bin ich geneigt darin zu sehen, daB mit der 
Lecithinfiitterung zu spat begonnen wurde. Wahrend einer 
ganzen Woche wurde das Hiindchen nutzlos mit Glycero- 
phosphaten gefiittert, es erschépfte wahrend dieser Zeit noch 
mehr seine Vorrate, wurde vollkommen geschwacht; wahrend 
dieser Zeit konnte das Lecithin bei dem auBerst geschwachten 
Tiere nur eine temporire Besserung erzielen, nicht aber das- 
selbe neu beleben. Hatten wir friiher mit der Lecithinfiitte- 
rung begonnen, so wire es uns vielleicht gelungen, das Tier 
zu retten. Im folgenden werde ich zeigen, daB bei diesem 
Hiindchen eine Fermentverarmung stattgefunden hatte, darin 
lag méglicherweise auch die Ursache seines Todes. In jedem 
Falle hat auch dieser Versuch nicht an Wert verloren, da die 
Untersuchung der Organe auf ihren Gehalt an Phosphor und 
Fermenten eine Reihe interessanter Resultate ergeben hat. 
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Der Hund Nr. 3 erhielt ausschlieBlich ganze Kuhmilch. 
Wahrend der ersten Zeit war seine Entwicklung eine voll- 
stindig normale. Es war dies das munterste, wohlgenihrteste 
Hiindchen von allen. Sein Gewicht fuhr fort allmahlich an- 
zusteigen. Als aber das Gewicht 2100g erreicht war, erfolgte 
keine Zunahme mehr und das Gewicht blieb im Verlaufe von 
2 Wochen auf diesem Werte stehen. Wahrend dieser Zeit 
trank das Hiindchen wie friiher Milch in gewohnter Menge, 
war munter, nur Wachstum und Entwicklung machten keine 
Fortschritte. So blieb es ungefahr einen Monat lang. Zu Be- 
ginn des 2. Monates fing auch dieses Hiindchen an abzumagern, 
nahm sogar an Gewicht ab, und in der 7. Woche seit dem An- 
fang des Versuches erfolgte der Exitus; der Ernahrungszustand 
war bis zuletzt ein einigermaBen befriedigender, die Abzehrung 
erreichte wenigstens nicht die Dimensionen wie bei den Hunden, 
die mit phosphorarmem Brei ernéhrt wurden. Dieser Versuch 
lehrt uns, daB zu der Zeit, wo das Tier auf gemischte Nahrung 
iibergehen miiBte, Kuhmilch allein nicht imstande ist, den Be- 
darf zu decken. Selbst falls dies in der ersten Zeit der Fall 
ist, so geniigt die Milchnahrung dem Organismus spater nicht 
mehr, und es erfolgt ein Stillstand in seiner Entwicklung. 
Zwar kann das Tier trotz Stillstand in Wachstum und Ent- 
wicklung noch eine Zeitlang bei Milchnahrung existieren, aber 
die Vorraite des Organismus werden augenscheinlich wahrend 
dieser Zeit aufgezehrt, anders laBt sich die Existenz des Tieres 
nicht erkliéren. Freilich unterscheidet sich Kuhmilch stark von 
Hundemilch, was die Zusammensetzung der EiweiBe, Fette und 
Salze anbetrifft. Méglicherweise kénnten wir das Hiindchen 
bei Ernahrung mit Hundemilch unter giinstigere Bedingungen 
versetzen, doch ist eine solche Versuchsanordnung unausfiihr- 
bar. Albuminmilch steht nach dem Bestande an EiweiBen, 
Fetten und Kohlenhydraten der Hundemilch schon naher, ist 
aber dafiir bedeutend armer an Phosphor. Das Hiindchen 
Nr. 4, dem solche Milch gegeben wurde, lebte nur 3 Wochen; 
es erfolgte Stillstand in der Entwicklung, Gewichtsabnahme 
und schlieBlich der Tod. Fiigte man, wie beim Hiindchen 
Nr. 5, zu dieser Milch noch Glycerophosphate hinzu, so brachte 
das keinerlei Nutzen, der Tod erfolgte noch friiher, als ohne 
Zusatz von Glycerophosphaten und unter den gleichen Er- 
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scheinungen. Diese Tatsachen deuten auf die wichtige Be- 
deutung des Milchcaseins hin; Ersatz desselben durch Albumin 
ist fir das Tier verderblich. Da nun das Casein eine Ver- 
bindung darstellt, die an Phosphor reich ist, und die Ergeb- 
nisse der Organuntersuchungen zeigen, da8 der Organismus an 
Phosphor verarmt ist, so miissen wir uns zugunsten dessen 
aussprechen, daB bei Milchnahrung fiir die Tiere die Bedin- 
gungen des Phosphorhungers eintreten. Darin liegt eine der 
Hauptursachen fiir den Tod der Tiere. Dadurch wird natiir- 
lich eine ganze Reihe anderer Bedingungen ebenfalls nicht aus- 
geschlossen. 





Beitrage zur Kenntnis der EiweiBumwandlung in der Hefe. 


I. Uber den Einflu8 der Zuckergirung auf den EiweiSabbau 
der Hefe. 


Von 
W. Zaleski und W. Schataloff. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Charkow.) 
(Eingegangen am 23. Juli 1913.) 


Die Frage nach den Bedingungen und dem Chemismus des 
EiweiBabbaus in der Hefe sowie nach den gegenseitigen Be- 
ziehungen zwischen diesem Prozesse und der Alkoholgirung ist 
sehr verwickelt und wenig bekannt, da sie von verschiedenen 
Seiten und Standpunkten studiert werden kann. 

Unsere nachste Aufgabe besteht in dem Studium der oben- 
erwahnten Fragen zuerst an den abgetéteten Hefen, und in der 
vorliegenden Mitteilung wollen wir nur die Frage nach dem 
Einflu8 der Alkoholgiérung auf die Proteolyse beriihren. Es fragt 
sich also, ob und in welcher Weise die Produkte der Zucker- 
garung auf die Arbeit der proteolytischen Fermente wirken. 

Hahn und Geret'*) haben zuerst nachgewiesen, daB der 
Alkohol eine hemmende Wirkung auf die Arbeit der proteoly- 
tischen Fermente der Hefe ausiibt. Die nachteilige Wirkung 
des Alkohols auf die Proteolyse kann sich nach den Versuchen 
von L. Iwanoff*) nur bei der Konzentration von mehr als 
4°/, bemerkbar machen. Der Verfasser behauptet, daB andere 
Produkte der Alkoholgirung in einer weit geringeren Konzen- 
tration antiproteolytisch wirken. 


1) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegarung, 
1903. 

*) L. Lwanoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 464, 1904; Uber die 
Umwandlung des Phosphors in den Pflanzen im Zusammenhang mit dem 
EiweiBumsatz, 1905 (russisch). 
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L. Iwanoff hat zuerst nachgewiesen, daB die Garung der 
PreBhefe die nachfolgende Proteolyse derselben nachteilig be- 
einfluBt, da sich die EiweiBstoffe der gegorenen Hefe halb so 
stark wie die der nicht gegorenen zersetzen. So z. B.: 


Eiwei8gehalt der PreBhefe 
vor der Autolyse nach der 15 stiind. Autolyse 


Gegorene Hefe . . 51,15 36,6 
Nichtgegorene Hefe 53,55 19,4 

Nach der Meinung von Iwanoff bildet die Hefe bei der 
Zuckergaérung antiproteolytisch wirkende Stoffe, da die Energie 
der autolytischen EiweiBzersetzung der abgetoteten PreBhefe 
durch den Zusatz der Giarungsfliissigkeit vermindert wird. Die 
Versuche des Verfassers zeigen, daB die antiproteolytisch wir- 
kenden Stoffe fliichtig sind, da durch das Kochen der vergore- 
nen Fliissigkeit ihre hemmende Wirkung auf die Proteolyse 
stark vermindert wird. Demgegeniiber wird die antiproteoly- 
tische Wirkung der Garungsfliissigkeit durch das Erhitzen der- 
selben auf dem Wasserbade mit RiickfluBkiihler nicht vernichtet, 
da diese fliichtigen Stoffe dadurch nicht ausgetrieben werden. 
Da der Alkohol nach der Bestimmung des Verfassers sich in 
der Garungsfliissigkeit in einer solchen Quantitaét befand, die 
in keinem Falle die Proteolyse nachteilig beeinfluBt, so schlieBt 
er daraus, daB den anderen Produkten der Zuckergirung die 
antiproteolytische Wirkung eigen ist. I[wanoff vermutet, daB 
Acetaldehyd, den er als ein Nebenprodukt der Alkoholgirung 
betrachtet, eine hemmende Wirkung auf die Arbeit der Endo- 
tryptase der Hefe ausiibt. Zugunsten seiner Voraussetzung 
fiihrt der Verfasser die Versuche von Schwarz’) an, der nach- 
gewiesen hat, da8 die Verbindungen der EiweiBstoffe mit Acet- 
aldehyd sehr resistent gegen Trypsinverdauung sind. Weiter 
beobachtete Iwanoff, daB Acetaldehyd schon in 0,006°/,iger 
Lésung die Verfliissigung der Thymolgelatine durch die abge- 
tétete PreBhefe hemmt und deswegen antiproteolytisch wirkt. 
Da nach Duclaux*) Acetaldehyd in dieser Quantitét bei der 
Garung gefunden worden war, so spricht alles dafiir, daB ge- 
rade diesem Stoffe die antyproteolytische Fahigkeit der Garungs- 
fliissigkeit eigen ist. 

1) Schwarz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 460, 1900. 

2) Duclaux, Traité de Microbiologie III. 
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Wenn dem so ist, so besteht also ein Zusammenhang 
zwischen der Garung und dem EiweiBabbau, um so mehr, da 
Acetaldehyd nach den neueren Anschauungen als intermediares 
Produkt der Alkoholgarung betrachtet wird. 

Die Annahme von Iwanoff ist schon a priori wenig wahr- 
scheinlich und auBerdem unbegriindet. Es ist unverstandlich, 
daB Acetaldehyd schon in 0,006°/,iger Lésung die Proteoly se 
der Hefe hemmt, wahrend nach Hahn und Geret') Form- 
aldehyd sogar in 0,1°/,iger Konzentration keine nachteilige 
Wirkung auf diesen ProzeB ausiibt. Weiter hat Iwanoff keinen 
Beweis angefiihrt, daB sich Acetaldehyd in der Garungsfliissig- 
keit, mit der er experimentierte, befand. Auch hat Iwanoff 
nicht bewiesen, daB die fliichtigen Stoffe der vergorenen Fliissig- 
keit, die in seinen Versuchen hemmend auf die Proteolyse 
wirkten, gerade die Produkte der Alkoholgarung darstellen. Der 
Verfasser fiihrt einen Versuch an, der zeigt, daB die Girung 
der Hefe nicht nur keine hemmende Wirkung auf die nach- 
folgende Proteolyse derselben ausiibt, sondern diese sogar be- 
férdert, wenn die Garung in Gegenwart von sauren Phosphaten 


vor sich geht. So z. B.: 
EiweiBzerfall der PreBhefe 


Nicht gegorene Hefe . . . . . 54°, 
Gegorene Hefe ohne KH,PO,. . 28°/, 
” » mit ” — 68°), 


Wenn Iwanoff behauptet, daB die sauren Phosphate nicht 
nur die schidliche Wirkung der Garungsprodukte, also die des 
Acetaldehyds auf die Proteolyse beseitigen, sondern auch diese 
beférdern, bleibt dennoch in diesem Falle die Rolle des Phos- 
phates unaufgeklart. 

Die Beziehungen zwischen der Gairung und Proteolyse stellen 
also eine offene Frage dar. Es ist nur bekannt, daB verschie- 
dene Stoffe auf die Zymase und Endotryptase eine umgekehrte 
Wirkung ausiiben. Weiter wissen wir, daB das Zymasesystem, 
indem es den Zucker vergirt, den Alkohol bildet, der die Pro- 
teolyse nachteilig beeinflussen kann. Ob auch andere Produkte der 
Zuckergarung in derselben Weise wirken, ist zurzeit unbekannt. 

Wir haben die Wirkung des Acetaldehyds und zum Ver- 
gleich die der anderen Aldehyde auf den EiweiBabbau des 


1) Hahn und Geret, 1. c. 
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Hefanols und der abgetéteten PreBhefe sowie den Einflu8 
der Girung auf die nachfolgende Proteolyse studiert. Weiter 
haben wir auch die Wirkung der fliichtigen Produkte der 
Garungsfliissigkeit auf die Proteolyse des Hefanols untersucht. 

In unseren Versuchen wurden die Erlenmeyerkélbchen 
mit einer bestimmten Menge Wasser und parallel hierzu mit 
einer solchen Quantitaét der Aldehydlésung oder der Destillate 
der Girnngsfliissigkeit unter Toluolzusatz (4°/,) beschickt. In 
jedes Kélbchen wurde eine bestimmte Menge von Hefanol oder 
PreBhefe gebracht und dann wurden die GefaBe mit Pfropfen 
verschlossen. Die Versuchstemperatur betrug, wenn keine be- 
sonderen Angaben gemacht sind, stets 35°. In anderen Ver- 
suchen wurde die Hefe zuerst mit Zucker und verschiedenen 
Stickstoffverbindungen versetzt und nach 1 bis 2tagiger Garung 
direkt oder nach vorherigem Auswaschen und Trocknen in 
der oben beschriebenen Weise der Autolyse unterworfen. 

Der Gesamtstickstoff der Objekte wurde nach Kjeldahl 
bestimmt. Bei der Eiwei®bestimmung wurde der Probeinhalt 
mit Wasser verdiinnt und dann mit Kupferhydroxyd nach 
Stutzers Methode gefallt. Im Niederschlage wurde der Stick- 
stoff der EiweiSstoffe nach Kjeldahl bestimmt. AuBerdem 
haben wir auch andere Stickstoffverbindungen bestimmt. In 
diesem Falle wurde das Filtrat des EiweiBniederschlages mit 
einigen Tropfen Tanninlésung und dann mit Bleiessig versetzt, 
und der so erhaltene Niederschlag der Albumosen und Peptone 
wurde vorsichtig ausgewaschen und nach Kjeldahl! verbrannt. 
Das Filtrat des Bleiessigniederschlages wurde zur Ammoniak- 
bestimmung benutzt. Das Ammoniak wurde durch Destillation 
mit Magnesia unter vermindertem Druck (10 bis 15 mm) bei 
40 bis 45° bestimmt. 

Versuch 1.) 
Die Analyse des verwendeten Hefanols 


Menge der N N der N des 
Substanz Substanz Gesamt-N 
. & g "lo "lo 
Gesamt-N ... 0,5 0,0437 8,75 oo 
EiweiB-N ... 0,5 0,0355 7,10 81,15 
Pepton-N . 0,5 0,0120 0,40 4,57 





‘) Alle in den Versuchen angegebenen Zahlen stellen das Mittel 
von Doppelbestimmungen dar. 
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Versuch 2. 
8 Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit je 10 ccm 
1. Wasser, 2. 0,05°/, Acetaldehyd, 3. 0,18°/, Acetaldehyd, 
4. 0,5°/, Acetaldehyd versetzt. Autolysedauer 3 Tage. 
EiweiB-N 
der Portion der Substanz des Gesamt-N 
g "lo "lo 
Wasser ..... 0,00870 1,74 19,85 
Acetaldehyd 0,05°/,  0,00839 1,68 19,10 
” 0,18°/, 0,00985 1,97 22,50 
” 0,50°/, 0,01209 2,41 27,55 


Versuch 3. 
4 Portionen der PreBhefe zu je 1g wurden mit je 20 ccm 
1. Wasser, 2. 0,18°/, Acetaldehyd versetzt. Autolysedauer 
2 Tage. 


EiweiB-N 

~ 
Kontrollportion. . . . . 0,0166 
Wee + 6 «+ + + 3 ee 
Acetaldehyd 0,18°/,. . . 0,0089 


Versuch 4, 
4 Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit 10 ccm 1. Wasser, 
2. 0,18°/, Acetaldehyd versetzt. Ausolysedauer 3 Tage. Tem- 


peratur 44°. 
EiweiB-N 
der Portion der Substanz des Gesamt-N 
£ °lo °lo 
ae. ee 0,00911 1,82 20,85 
Acetaldehyd 0,18°/, 0,01073 2,14 24,45 


Versuch 5. 
4 Hefanolportionen zu je 0,5 und 6g (fiir Bestimmung 
von Peptonen und Ammoniak) wurden mit 10 bzw. 60 ccm 
1. Wasser, 2. 0,18°/, Acetaldehyd versetzt. Autolysedauer 


4 Tage. 
EiweiB-N Pepton-N NH,-N 
Wasser .... . 0,00753 0,0216 0,0240 
Acetaldehyd 0,18°/, 0,00850 0,0216 0,0132 


Vom Gesamtstickstoff fallen auf: 
EiweiB-N Pepton-N NH,-N 
Waser ..... 17,14°, 4,11°/, 4,57°/, 
Acetaldehyd 0,18°/, 19,45°/, 4,11°/, 2,85°/, 
5* 
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Versuch 6. 


14 Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit 10 ccm der 
unten folgenden Lésungen versetzt. Autolysedauer 3 Tage. 


EiweiB-N 
der Portion der Substanz des Gesamt-N 
"lo °l, 
Wasser .... .... 0,00870 1,74 19,85 
Formaldehyd 0,031°/, 0,01165 2,33 26,65 
” 0,062 0,01326 2,65 30,30 
Paraldehyd 0,18 yy ® 0,01074 2,14 24,45 
Benzaldehyd 0,10 °/, 0,01107 2,21 25,25 
Furfurol 0,10 °/, 0,00928 1,85 21,15 


0 
| 
” 0,50 °/, 0,01051 2,10 24,00 


Versuch 7. 


4 Hefanolportionen zu je 1 g wurden mit 10 com 1. Wasser, 
2. 0,18°/, Phenylacetaldehyd versetzt. Autolysedauer 4 Tage. 
EiweiB-N 
der Portion der Substanz des Gesamt-N 
~ "lo "lo 
| 1,50 17,15 
Phenylacetaldehyd 0,18°/, 0,0210 2,05 22,90 


Versuch 8. 


6 Hefanolportionen zu je 0,5 g wurden mit 10 ccm 1. Wasser, 
2. der fliichtigen Substanzen der Giarungsfliissigkeit versetzt. 
Autolysedauer 67 Stunden. Die fliichtigen Stoffe wurden in 
folgender Weise erhalten. Es wurden 100 g PreBhefe mit 
1 Liter 10°/,iger Saccharoselésung gemischt und nach 2 tigiger 
Garung wurde die Fliissigkeit abgegossen und in zwei gleiche 
Teile geteilt. Ein Teil wurde direkt, der andere aber nach 
Sodazusatz bis zu schwach alkalischer Reaktion abdestilliert. 
EiweiB-N 
der Portion der Substanz des Gesamt-N 
. *lo lo 
Wasser. ...... . 0,00908 1,81 20,70 
Destillation bei saurer Re- 
GG. . veces. OCERES 2,27 25,95 
Destillation bei alkalischer 
Reaktion. . . . . . 0,01266 2,53 28,90 
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Versuch 9. 


4 Portionen der PreBhefe zu je 15 g wurden mit 150 ccm 
folgender Lésungen 1. 15°/, Saccharose +- 0,5°/, Phenylalanin, 
2. 15°/, Saccharose -+- 0,25°/, Leucin, 3. 15°/, Saccharose -+- 
0,15°/, Tyrosin, 4. 15°/, Saccharose +- 0,5°/, schwefelsaurem 
Ammonium versetzt. Nach 2 tagiger Girung wurde die Fliissig- 
keit abgegossen und mit derselben Menge Wasser versetzt, 
um den Uberschu8 von Alkohol zu vermeiden. Darauf wurde 
die Fliissigkeit abgegossen, und von der zuriickbleibenden 
breiartigen Hefemasse wurden einige Proben zu je 20 ccm 
mit der Pipette unter Schiitteln abgenommen und der Auto- 
lyse unterworfen. Gleichzeitig wurde die Hefe auf dem 
Filter gesammelt, gut mit destilliertem Wasser ausgewaschen, 
abgepreBt und im Thermostaten getrocknet. Dann wurden 
Proben zu 1 g genommen und fiir die Autolyse benutzt. Beide 
Reihen von Proben wurden mit Toluol (4°/,) auf 2 Tage bei 
35° gehalten. 


ae ile Quantitat d. zer- 

EiweiB-N fallenen EiweiBes 

vor der nach der des EiweiB-N der 

Autolyse Autolyse Kontrollportion 
0; 


g ve lo 

Phenylalanin, nicht getrocknet 0,00770 0,00333 56,8 
” getrocknet . . 0,01840 0,00693 67,9 
Leucin, nicht getrocknet . . 0,01090 0,00410 62,4 
getrocknet .. . . 0,02310 0,00905 60,1 
Tyrosin, nicht getrocknet . . 0,00924 0,00375 59,4 
getrocknet . . . . 0,02040 0,00820 59,8 
(NH,),SO,, nicht getrocknet . 0,00641 0,00375 43,0 
” getrocknet . . . 0,01480 0,00520 64,9 


Unsere Versuche zeigen ganz klar, daB Acetaldehyd nicht 
so stark die Proteolyse der Hefe beeinfluBt, we es Iwanoff 
vermutet. Nicht nur 0,006°/,ige Acetaldehydlésung, die nach 
Iwanoff die Hefeproteolyse hemmt, sondern sogar eine 0,05°/, ige 
Konzentration derselben hat keinen EinfluB auf diesen ProzeB. 
0,18°/,ige Acetaldehydlésung iibt eine sehr geringe Hemmung 
der EiweiBzersetzung des Hefanols aus und bleibt ohne EinfluB 
auf die der PreBhefe. Nur 0,5°/,ige Acetaldehydlésung hemmt 
deutlich die Proteolyse, aber weit geringer, als in den Versuchen 
von Iwanoff mit der Garungsfliissigkeit. Aber in einer solchen 
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Menge bildet sich Acetaldehyd wiahrend der Garung der Hefe 
niemals. In derselben Weise finden wir keine Veranderung 
in der Bildung der Peptone unter dem EinfluB von Acetaldehyd. 
Nur bemerken wir in diesem Falle eine geringe Verminderung 
der Ammoniakbildung. 

Von allen Aldehyden wirkt Formaldehyd am schiadlichsten 
auf die Proteolyse, da dieser schon in 0,03°/,iger Lésung 
diese nachteilig beeinfluBt. Wenn nach Hahn und Geret’) 
0,1°/,ige Formaldehydlésung keine hemmende Wirkung auf die 
Proteolyse ausiibt, so erklirt es sich vielleicht dadurch, daB 
diese Forscher mit dem HefepreBsafte experimentierten und nicht 
GesamteiweiB, sondern nur das koagulierbare Eiwei8 bestimmten. 
Wenn nach Lebedew*) Formaldehyd sich bei der Zucker- 
garung bildet, so ist die Menge desselben zu gering, um die 
Proteolyse zu hemmen, und auBerdem stellt dieser in keinem 
Falle ein Produkt der normalen Alkoholgaérung dar. 

Auch andere Aldehyde wirken antiproteolytisch, aber in 
einer gréBeren Konzentration. So beeinfluBt Furfurol in 0,5°/, iger 
Lésung die Proteolyse schwach nachteilig, bei 0,1°/,iger da- 
gegen ist noch kein Unterschied von dem Ergebnis der Kon- 
trollportion zu verzeichnen. Etwas nachteiliger wirken auf die 
Proteolyse Benzaldehyd und Phenylacetaldehyd. Dennoch sind 
diese Aldehyde teils die Produkte der Vergiérung der Amino- 
siuren, teils werden sie durch die Hefe nicht gebildet oder 
sind in der Garfliissigkeit in einer solchen Quantitaét vorhanden, 
daB sie die Proteolyse nicht hemmen kénnen. 

Zwar enthalten die Destillate der Garungsfliissigkeit (Ver- 
such 8) antiproteolytisch wirkende Stoffe, dennoch haben wir 
keinen hinreichenden Grund zu behaupten, daB diese Produkte 
der Alkoholgirung sind. Wir vermuten, daB diese Destillate 
einige aror .< ~~ Stoffe enthalten, die die Proteolyse nach- 
teilig bee... en. Dennoch ist die antiproteolytische Wirkung 
dieser Stoffe weit geringer, als diese in den Versuchen von 
Iwanoff. 

Der letzte Versuch (9) zeigt, daB die Bedingungen der Er- 
nahrung der Hefe einen EinfluB auf die nachfolgende Proteo- 
lyse derselben haben. So verstairkt die Ernaihrung der Hefe 


*) Hahn und Geret, 1. c. 
*) Lebedew, diese Zeitschr. 10, 454, 1908. 
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mit Aminosduren die autolytische EiweiBzersetzung derselben. 
Nach dem Auswaschen der gegorenen Hefe bemerken wir eine 
Steigerung der Energie der Proteolyse, die aber nicht immer 
zum Vorschein kommt. Es ist kaum zu behaupten, wie es 
Iwanoff fiir Phosphate tut, daB diese Aminosiuren die anti- 
proteolytische Wirkung der Garungsprodukte beseitigen. 

AuBer dem Alkohol kennen wir zurzeit kein anderes 
fliichtiges Produkt der Zuckergiarung, das antiproteolytisch wirkt. 
Dennoch bildet die Hefe antiproteolytisch wirkende Stoffe, deren 
chemische Natur zurzeit unbekannt ist. 

Wenn die EiweiBstoffe der Hefe wahrend der Garung in 
reiner Zuckerlésung keine Verminderung erfahren und wenn 
die Kohlenhydrate die Energie der EiweiBzersetzung schwachen 
oder sie sogar hemmen, so hangt dies von anderen Ursachen 
ab, und wir werden spater auf diese Frage zuriickkommen. 





Untersuchungen fiber den Eiweibaufbau in den Pflanzen. 
I. Uber den EiweiSaufbau in den Zwiebeln von Allium cepa. 


Von 


W. Zaleski und W. Shatkin. 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Charkow.) 


(Bingegangen am 23. Juli 1913.) 


Die Aufgabe unserer Untersuchungen besteht in der Auf- 
klarung des Mechanismus des EiweiBaufbaues in verschiedenen 
Organen der héheren Pflanzen, sowie in einigen niederen 
Organismen. 

Vorlaiufig wollen wir iiber den Mechanismus des Eiweib- 
aufbaues in den Zwiebeln von Allium cepa berichten. 

Einer von uns*) hat schon langst gezeigt, daB beim Aus- 
treiben der Zwiebeln von Allium cepa im Dunkeln, sowie nach 
der Verwundung und wahrend der Winterruhe derselben eine 
ansehnliche EiweiBsynthese in diesen vor sich geht. Diese 
Untersuchungen wurden von verschiedenen Forschern*) wieder- 
holt und bestiétigt. Man konnte vermuten, daB der EiweiB- 
aufbau in den Zwiebeln auf Kosten der Aminosiéuren statt- 
findet, da die Menge der Aminosiureamide wihrend des Ver- 
suchs unverandert bleibt. 

Jetzt sind wir in der Lage, diesen von einem von uns ge- 
gebenen Bericht in mancher Beziehung zu erweitern. 

Unsere Versuche wurden mit den keimenden sowie mit 
den verletzten Zwiebeln ausgefiihrt. Im ersteren Falle wurde 


1) W. Zaleski, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 16, 146, 1898; 19, 
332, 1901. 

*) Prianischnikow, Die EiweiBstoffe und der Umsatz derselben 
in der Pflanzen, 1899 (russisch); Schréder, Journ. f. experim. Land- 
wirtsch. 1902 (russisch); Friedrich, Centralbl. f. Bakt. II, 21, 330, 1908. 
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ein Quantum gleichartiger Zwiebeln ausgelesen, die dann in 
zwei Portionen von gleicher Zwiebelanzahl eingeteilt wurden. 
Darauf wurde eine dieser Portionen bei 60 bis 70° getrocknet, 
die andere aber zur Keimung ins Dunkle gebracht. Nach Ab- 
lauf des Versuchs wurde auch diese (Versuchsportion) in der- 
selben Weise getrocknet. Im anderen Falle wurde ein Quantum 
kleiner Zwiebeln mit einem Skalpell in vier gleiche Teile zer- 
schnitten und dann in zwei Portionen, von denen jede zwei 
Stiick aller Zwiebeln enthielt, geteilt. Darauf wurde eine 
Portion (Kontrollportion) getrocknet, die andere aber in einen 
dampfgesittigten dunklen Raum auf 4 Tage gebracht. Nach 
beendigtem Versuche wurde diese Portion getrocknet. 

Das getrocknete Versuchsmaterial wurde in eine feine Form 
gebracht und dann zur Analyse benutzt. Der Gesamtstickstoff 
wurde direkt nach Kjeldahl bestimmt, da wir keine Nitrate 
in den Zwiebeln gefunden haben. Die quantitative Bestimmung 
der EiweiBstoffe wurde nach der Stutzerschen Methode ausge- 
fiihrt. In den anderen Proben der Substanz wurden zuerst 
die EiweiBstoffe mit Cu(OH), gefallt und darauf wurde das 
Filtrat mit einigen Tropfen Tanninlésung und dann mit Blei- 
essig versetzt. Der so erhaltene Niederschlag wurde vorsichtig 
ausgewaschen und zur Bestimmung des Stickstoffs der Peptone 
und vielleicht der Albumosen nach Kjeldahl verbrannt. Die 
Filtrate des Bleiessigniederschlags dienten uns zur Bestimmung 
des Ammoniaks und der Aminosiureamide. Das Ammoniak 
wurde durch Destillation mit Magnesia unter vermindertem 
Druck (10 bis 15 mm) bei 40 bis 45° bestimmt. Die quanti- 
tative Bestimmung der Aminosiureamide geschah nach der 
Sachsseschen Methode. Die organischen Basen wurden aus den 
ammoniakfreien Filtraten in iblicher Weise mit Phosphorwolfram- 
siure abgeschieden, und dann wurde der Niederschlag vorsichtig 
ausgewaschen und verbrannt. Die quantitative Bestimmung 
der Monoaminoséuren wurde nach der von Sly ke’) ausgearbei- 
teten Methode ausgefiihrt. Nach Abzug des dem Asparagin 
resp. Glutamin entsprechenden Asparagin- resp. Glutaminsaure- 
Stickstoffs wurde die betreffende Zahl als Stickstoff der ge- 
samten Monoaminosauren betrachtet. 


1) Slyke, Handbuch der biochem. Arbeitsmethoden 5, 935. 
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Um eine bestimmte Vorstellung iiber die Stickstoffver- 
teilung im EiweiBmolekiil der Kontroll- und Versuchsobjekte 
zu gewinnen, haben wir die LEiweiBstoffe derselben mit 
starker Schwefelsiure zersetzt. Zu diesem Zweck wurden 
die EiweiBstoffe mit 25°/,iger Schwefelsiure 12 Stunden am 
RiickfluBkiihler gekocht. Darauf haben wir das Ammoniak, 
die Diamino- und Monoaminoséiuren nach der von Haus- 
mann und von anderen Forschern*) ausgearbeiteten Methode 
bestimmt. 

Weiter haben wir zur Bestimmung des Ammoniaks der Ei- 
weiBstoffe diese auch mit schwacher Salzsiure gekocht*), die zur 
Bestimmung der Saéureamide nach der Sachsseschen Methode 
dient. 


Versuch 1%). 


Versuch mit verletzten Zwiebeln. Die Analysezahlen sind auf 10 g 
des Trockengewichts der Kontrollportion berechnet. 


Kontrollportion Versuchsportion 

0,2070 

Stickstoff der EiweiBstoffe . . . 0,0860 0,1300 
» Peptone 0,0220 

des Ammoniaks .. . Spuren 

der Séureamide. ... 0,0280 

» organischen Basen 0,0050 0,0090 

» Monoaminosauren . 0,0670 0,0220 


Vom Gesamtstickstoff fallen auf: 
Kontrollportion Versuchsportion 
°lo 
62,8 
10,6 
14,0 
4,3 
Monoaminosiuren ... . 10,6 


*) Hausmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 75 und 29, 136. — 
Rothera, Beitrige zur chem. Physiol. u. Pathol. 5, 442. — Giimbel, 
ibidem 8. 297. — Osborne und Harris, Journ. Amer. Soc. 25, 323. — 
Slyke, 1. c. 

*) Osborne, Leavenworth und Brautlecht, Amer. Journ. of 
Physiol. 23, 180, zit. nach Chem. Centralbl. 1909, I, 385. 

%) Alle angegebenen Zahlen bilden das Mittel von Doppelbestim- 


mungen. 





EiweiBaufbau in den Pflanzen. 


Versuch 2. 


Versuch mit gekeimten Zwiebeln. Dauer der Keimung 25 Tage. 
Die Analysezahlen wurden auf 10 g des Trockengewichts der Portionen 
berechnet. 
Kontrollportion Versuchsportion 
Gesamtstickstoff 0,1815 0,2205 
Stickstoff der EiweiBstoffe . . 0,0805 0,1400 
~ » Peptone .. . . 0,0200 0,0195 
~ des Ammoniaks. . . 0,0082 0,0065 
~ der Saéureamide. . . 0,0208 0,0235 
, » organischen Basen 0,0064 0,0061 
- » Monoaminoséuren 0,0471 0,0221 


Vom Gesamtstickstoff fallen auf: 


Kontrollportion Versuchsportion 
EiweiBstoffe 63,4 
Peptone 9,0 
3,0 
10,7 
2,7 
Monoaminoséuren ... . 10,0 


Die EiweiBstoffe der Kontroll- und Versuchsportion, entsprechend 


10 g des Trockengewichts, wurden mit 25°/,iger Schwefelsiure zersetzt. 


Kontrollportion Versuchsportion 
ly *lo 
Gestamtstickstoffe der EiweiBstoffe . 0,08 0,1350 
Ammoniak-N - ~ . - 0,0080 0,0240 
Diamino-N ~ - . . 0,0021 0,0032 
Monoamino-N - ~ . « 0,0690 0,1010 


Vom Stickstoff der EiweiBstoffe fallen auf: 


Kontrollportion Versuchsportion 
0 / ° 
17,0 
2,3 
74,9 


Vom Gesamtstickstoff der Portionen fallen auf: 


Kontrollportion Versuchsportion 
. "lo "lo 
Ammoniak-N der EiweiBstoffe. . 4,4 10,9 
Diamino-N - . ow RY 1,4 
Monoamino-N » - - - 38,0 45,7 





76 W. Zaleski und W. Shatkin: 


Die Eiwei8stoffe der Kontroll- und Versuchsportion, entsprechend 
10 g des Trockengewichts, wurden mit schwacher Salzsiure gekocht. 


Kontrollportion Versuchsportion 
Ammoniak-N 0,0053 
- des EiweiBstickstoffs 7,5°/, 3,8°/, 
” » Gesamtstickstoffs 3,3°/, 2,3°/, 


Aus den obenangefiihrten Versuchen geht klar hervor, 
daB der EiweiBaufbau wihrend der Keimung der Zwiebeln 
von Allium cepa im Dunkeln sowie nach der Verwundung 
derselben nur auf Kosten der Monoamiosauren vor sich geht, 
da die Abnahme der Séureamide und des Ammoniaks, sowie 
die Veranderung der organischen Basen in der Fehlergrenze 
der Analysen liegen. Die Zwiebeln enthalten Peptone (Poly- 
peptide), die Ubergangsglieder zwischen den Aminosaéuren und 
EiweiBstoffen darstellen. 

In Ubereinstimmung mit den friiheren Versuchen des einen 
von uns’), die auch von Prianischnikow’) bestatigt wurden, 
nehmen die Siureamide keinen direkten Anteil am Aufbau der 
EiweiBstoffe der Zwiebeln. Uberhaupt liegen keine Griinde 
vor, um anzunehmen, da die Siureamide, wie Asparagin und 
Glutamin, unmittelbar (ohne vorherige Spaltung) am Aufbau 
der EiweiBstoffe teilnehmen. Zwar behauptet Friedrich’), 
daB nach der Verwundung einiger Objekte der EiweiBaufbau 
in diesen auf Kosten der Saéureamide vor sich geht, dennoch 
sprechen seine Versuche nicht zugunsten dieser Meinung. Im 
einen Falle hat dieser Forscher die Saéureamide unrichtig in 
Prozenten des Gesamtstickstoffs berechnet, im anderen aber 
liegt die Abnahme dieser Stoffe wiahrend des Versuchs in der 
Fehlergrenze der Analyse. Nur in einigen Versuchen hat 
Friedrich eine geringe Abnahme der Séureamide nachgewiesen, 
dennoch findet der Verbrauch dieser Stoffe ohne gleichzeitige 
Zunahme der EiweiBstoffe statt. 

Die Saéureamide kénnen das Material fiir den Aufbau der 
EiweiBstoffe liefern. [So hat einer von uns‘) nachgewiesen, dab 
die Siureamide wahrend der EiweiBbildung in den nachreifen- 


1) W. Zaleski, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 16, 146. 
®) Prianischnikow, l. e. 

%) Friedrich, l. c. 

*) W. Zaleski, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 1905. 
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den Samen von Erbsen verbraucht werden. Wir meinen, daB 
in diesem Falle die Saiureamide indirekt am Aufbau der Ei- 
weiBstoffe teilnehmen. 

Wir schlieBen uns der Meinung von Mercadante’) an, 
der auch andere Forscher*) beistimmen, da8 die Saiureamide 
eine Art Reservestoffe der Eiwei8bildung darstellen und nur 
nach der vorliufigen Spaltung fiir den Aufbau dieser Sub- 
stanzen verwendet werden. In dieser Form wird die Asparagin- 
und Glutaminsaure, die in einigen pflanzlichen EiweiBstoffen in 
einer ziemlich bedeutenden Menge vorhanden sind, sowie das 
Ammoniak aufgespeichert. 

Es entbehrt auch aller und jeglicher Grundlage*), daB 
die héheren Pflanzen LEiweiBstoffe direkt aus Ammoniak 
aufbauen kénnen, da dieses nur das Material zur Bildung 
anderer Stickstoffverbindungen darstellt. In den Zwiebeln 
von Allium cepa stellt Ammoniak keinen konstanten Bestand- 
teil dar. So haben wir in den kleinen Zwiebeln kein Am- 
moniak gefunden, in den gréBeren aber eine merkliche Menge 
desselben nachgewiesen, was mit den friiheren Bestimmungen 
des einen von uns‘) iibereinstimmt. In diesem Falle stellt 
Ammoniak eine Art der Reservestoffe der EiweiBbildung dar 
und wird zuniachst zur Bildung der Aminosaéuren verwendet. In 
der Tat hat einer von uns*) einen fermentativen Ammoniakver- 
brauch im PreBsafte aus Zwiebeln von Allium cepa nach- 
gewiesen. 

Die wahrend der Keimung der Zwiebeln gebildeten EiweiB- 
stoffe sind reicher an Ammoniak, als die der ungekeimten. 
Daher enthalten die EiweiBstoffie der gekeimten Zwiebeln nicht 
nur prozentual, sondern auch absolut eine gréBere Menge des 
durch die Saurehydrolyse als Ammoniak abspaltbaren Stick- 
stoffs. Da wir bei der Hydrolyse der EiweiBstoffe nach der 


1) Mercadante, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 8, 1875. 

8) Schulze, Landw. Jahrb. 7, 411, 1878. —Butkewitsch, diese 
Zeitschr. 

%) Loew, Die chemische Energie der lebenden Zelle 1906, 2. Aufl. 
— Pfeffer, Pflanzenphysiologie 1, 2. Aufl. — Butkewitsch, |}. ¢. 

*) W. Zaleski, Die Bedingungen der Eiwei8bildung in den Pflanzen 
1900 (russisch). Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 25, 357, 1907. 

5) W. Zaleski, 1. c. 
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Osborneschen Methode’) eine gleiche Menge Ammoniak in 
den Proteinstoffen der gekeimten und ruhenden Zwiebeln 
nachgewiesen haben, so ist kaum zu behaupten, daB die Ei- 
weiBstoffe der gekeimten Zwiebeln reicher am praformierten 
Ammoniak oder Siureamidstickstoff sind. Es ist médglich, 
da8 ein gewisser Uberschu8 des Ammoniaks sich auf Kosten 
der nicht widerstandsfahigen Aminosiuren bildet, die in den 
EiweiBstoffen der gekeimten Zwiebeln in einer gréBeren Menge 
als in den der ruhenden Zwiebeln vorhanden sind. 

Es ist auffallend, daB die Zwiebeln zum Aufbau der Ei- 
weiBstoffe die Diaminosiuren nicht verwenden. Diese Tatsache 
steht aber ganz im Einklang mit dem Charakter der Eiweib- 
stoffe der Zwiebeln. Ungeachtet der EiweiBzunahme wahrend 
der Keimung enthalten die EiweiBstoffe der gekeimten Zwiebeln 
nicht nur prozentual, sondern auch absolut eine gleiche Menge 
Diaminoséuren wie die ruhenden. 

Es lagern sich also wahrend des EiweiBaufbaues der Zwie- 
beln die fertigen Monoaminosduren an die schon vorhandenen 
EiweiBstoffe, wodurch diese an jenen angereichert werden. 

In den keimenden Zwiebeln von Allium cepa geht also im 
Dunkeln nicht die Neubildung, d. h. die Vermehrung der Ei- 
weiBstoffe, sondern nur das Wachstum derselben vor sich, und 
wir miissen zwei Typen des EiweiBaufbaues im Organis- 
mus unterscheiden, indem wir unter diesem gewodhnlich nur 
die Zunahme des EiweiBstickstoffs verstehen. 


1) Diese Methode besteht in der Hydrolyse der EiweiSstoffe durch 
die schwache Salzsiure, die man zur Asparaginbestimmung verwendet. 





Uber die Vergarung der Brenztraubensaure durch 
Bakterien. I. 
Von 
L. Karezag und L. Méezér. 


(Aus dem II. Pathologisch-anatomischen Institut der Kgl. Universitat 
zu Budapest.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1913.) 


I. 

C. Neuberg und Mitarbeiter’) haben unter dem Namen 
,zuckerfreie Giarungen“ die merkwiirdige Erscheinung be- 
schrieben, daB eine Reihe von Substanzen ohne Zugehdérigkeit 
zur Zuckergruppe in lebhafte Garung geraten, sobald man sie 


mit Hefezellen in Beriihrung bringt. 

Wir hofften, ahnliche Prozesse wie bei der Hefegirung zu 
beobachten, indem wir in systematisch durchgefiihrten Experi- 
menten die pathogenen Bakterien mit einer der Substanzen 
in Beriithrung gebracht haben, die sich zum Studium der zucker- 
freien Garungen als die klassischste erwies: mit der Brenz- 
traubensaure. 


Das Unternehmen dieser Untersuchungen war biologisch 
auch deshalb indiziert, weil sich unter den pathogenen Mikro- 
organismen eine Anzahl findet, die mit den Hefezellen ein ge- 
meinsames Merkmal aufweisen, namlich die Vergairung des 
Traubenzuckers unter Gasbildung. Andererseits schienen uns 
die Untersuchungen auch deshalb von Interesse, weil eine An- 
zahl biochemischer und physiologischer Arbeiten manche inter- 
essanten Beziehungen zwischen der Brenztraubenséure und den 
Kohlenhydraten erbrachten (C. Neuberg, P. Mayer, P. Rona). 


1) Die gesamte Literatur s. bei C. Neuberg, Die Garungsvorginge 
und der Zuckerumsatz der Zelle. Monographie 1913 bei G. Fischer, Jena. 
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Wir méch* 1 einige Resultate unserer Untersuchungen 
herausgreifen und mit Hinweis auf die bereits oben erérterten 
Beziehungen zwischen Brenztraubensiure und Kohlenhydraten 
erwaihnen, daB es uns gegliickt ist, den biologischen Be- 
weis dafiir zu liefern, daB die Brenztraubensaure den Trauben- 
zucker in energetisch-chemischer Beziehung vollkommen zu 
ersetzen vermag, da die Brenztraubenséiure auch durch die- 
jenigen Mikroorganismen unter Gasabspaltung zerlegt worden 
ist, die den Traubenzucker unter ahnlichen Phinomenen an- 
greifen. 

Ganz besonders wichtig ist die Spezifizitat dieser Tat- 
sache, da die Brenztraubensiure nur von zuckerspaltenden 
Bakterien verbraucht und zerlegt wurde: naimlich durch Bac- 
terium coli, Paratyphus B, Bacterium enteritidis 
Gaertner und von keinen anderen. Zur Illustration des be- 
reits Gesagten méchten wir zunachst in Tabelle I die von uns 
untersuchten Bakterien auf ihr Vermégen, Brenztraubensaure 
und Zucker zu vergiren, zusammenstellen. 


Tabelle IL. 








Trauben- 


Name des Bacteriums 
zucker 


Zz 
a] 








Bacterium coli Gasbildung 
” do. 
- enteritidis Gaertner .. . ’ do. 
Bacillus dysenteriae Flexner .. . 


” nn 
Streptokokkus 
Staphylokokkus 


DADO OD 











Es gelang uns somit einerseits, einen neuen Beweis dafiir 
zu erbringen, daB die Bakterien ohne Anwesenheit von Zucker 
eine bestimmte Kohlenstoffverbindung unter Gasabspaltung zer- 
legen, andererseits spezifische biologische Beziehungen zwischen 
der Brenztraubensiure und Traubenzucker zu entdecken und 
dadurch eine neue Lebenseigenschaft der Bakterien kennen zu 
lernen, deren AuBerung uns in differentialdiagnostischer Hinsicht, 
wie darauf an einer anderen Stelle eingegangen werden soll, 
wichtige Dienste leisten wird. 
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Il. 

Was die Methodik der Priifung der Bakterien auf ibr 
Garungsvermégen betrifft, so mu8 zunichst auf die Zusammen- 
setzung des Nahrsubstrates eingegangen werden. Als solches 
verwendeten wir die vorschriftsmaBig hergestellte Nahrbouillon, 
der gegen Schlu8 der Herstellung die reine Brenztraubensiure 
zugefiigt wurde. Eine Anzahl besonderer Versuche sowohl im 
Garungsroéhrchen wie im hangenden Tropfen ergaben, daB das 
Optimum der Konzentration der Nahrbouillon an Brenztrauben- 
siure bei 0,2°/, liegt. 

Die Bakterien, die in Reinkulturen geziichtet waren, 
wurden taglich abgeimpft, und es kamen stets 16 bis 20stiind- 
liche virulente Kulturen zur Verwendung. 

Die Brenztraubensiure wurde unter den iiblichen asep- 
tischen Kautelen in die Schréterschen Garungsréhrchen ge- 
bracht, dann aus der Reinkultur mit einer Platindse abgeimpft 
und schlieBlich durch vorsichtiges Hin- und Herneigen des 
Garungsréhrchens mit Hilfe einer Luftblase fiir eine gute Ver- 
teilung der Bakterien gesorgt, Die Garungsréhrchen kamen 
dann mit den entsprechenden Kontrollen in den Thermostaten, und 
die Besichtigung der Proben bzw. die Ablesung der entwickelten 
Gasmengen geschah dann im bestimmten Zeitabstanden. 

Wir méchten in der nachsten Tabelle II aus unseren zahl- 
reichen Experimenten als Durchschnittszahlen die abgelesenen 
Gasmengen angeben, die Bact. coli, Paratyphus B und Bact. 
enter. Gaertner in der angegebenen Zeit aus der 0,2°/, igen 
Brenztraubensaurebouillon entwickelten. 


Tabelle II. 








Probe 6—10 Std. |10—20 Std.|20—26 Std. 





Brenztraubensiurebouillon + Coli .| 0,5—2,5 | 2,5—4,0 | 4,0—45 
do. + Paratyphus B. ,o—2, 2,5—4,0 4,0—4,5 
do. + enter. Gaertner : » 0,5—2,0 2,0—4,0 
do. allein 

Nahrbouillon + Coli 

do. + Paratyphus B 
do. + enter. Gaertmer . . 
do. allein 








Wir méchten beziiglich der Garungen und iiber die ein- 
zelnen Bakterien aus unseren Beobachtungen und Erfahrungen 


folgendes Resiimee ziehen. 
Biochemische Zeitschrift Band 55 6 
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Bacterium coli. Es laBt sich im allgemeinen eine In- 
kubationszeit von 6 bis 8 Stunden beobachten; zuweilen setzt 
aber die Girung erst nach ca. 10 Stunden ein. Nach Ablauf 
dieser Zeit erreicht die Girung nach weiteren 12 Stunden ihren 
Héhepunkt, um dann im ganzen nach 20 bis 26 Stunden ab- 
gelaufen zu sein. 

Paratyphus B. Die Gasbildung, sowohl beziiglich der 
Quantitat wie Geschwindigkeit der Abspaltung, erfolgt wie bei 
Bact. coli. 

Bacterium enteritidis Gaertner. Die Geschwindigkeit 
der Gasentwicklung ist bedeutend langsamer wie bei Bact. 
coli und Paratyphus B. Wie aus Tabelle II ersichtlich ist, ver- 
garen Coli und Paratyphus die Brenztraubenséure, besonders 
in den ersten 6 bis 12 Stunden, faBt mit der doppelten Ge- 
schwindigkeit wie Bact. enter. Gaertner. Es ist natiirlich, dab 
diese Unterschiede binnen der ersten 6 bis 12 Stunden am 
augenfilligsten sind, da ja die Proben der Gaertnerschen Bak- 
terien nach lingerem Stehenlassen die Differenzen allmahlich 
nachholen, da inzwischen die Garung der anderen Proben teils 
verlangsamt, teils abgelaufen ist. 

In einer Reihe von Untersuchungen haben wir auch die 
Alkalisalze der Brenztraubensiaure auf ihre Vergirbarkeit 
durch Bakterien gepriift. Die Lésungen wurden zuerst durch 
sorgfaltige Neutralisation der freien Brenztraubensaure her- 
gestellt und dann, um den Angriff der Substanz fiir die Bak- 
terien zu erleichtern, mit einer Spur Brenztraubensiure ange- 
siuert. Diese Standardlésung wurde dann mit der Nahrbouillon 
in einem Verhiltnis gemischt, die einer 0,2°/,igen Lésung der 
brenztraubensauren Salze in der Nahrbouillon entsprach. 

Es hat sich aus diesem Experimente im groBen und ganzen 
dasselbe ergeben, wie bei der Vergarung der freien Brenztrauben- 
siure in der Bouillonlésung durch Bakterien. So fanden wir, 
wie aus Tabelle III ersichtlich, daB die Kalisalze ebenfalls nur 
von Coli, Paratyphus B und Bact. enter. Gaertner vergoren 
wurden, wahrend sie von anderen keine sichtbare Veranderung 
erfuhren. Jedoch sind hier die Differenzen beziiglich der Ge- 
schwindigkeit der Gasabspaltung durch Coli und Paratyphus B 
gegeniiber dem Gaertnerschen Bacillus nicht so ausgeprigt wie 
bei der Vergarung der freien Siaure. 
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Tabelle III. 














Probe 8 Std. | 12 Std. | 18 Std. |82 Std. 
Senstneinestenns Kali + Bouillon 
ME bs bic ee 1,0—2,0/2,0—40| — 
do. + Paratyphus B . .|1,0—2,0| 2,040 
do. + enter. Gaertner . . 0,0—1,5 15—8,0 8,040 


ie... ees 6 4s 6 
do. + dysent. Flexner . . 
dd. + dysent. Shiga-Kruse 
dd. + Streptokokkus 
dd. + Staphylokokkus . 
= Nahrbouillon + Coli... . . 
S 





do. + Paratyphus B 
do. + enter. Gaertner 


PlTd tid 
IT EET BI 





| 
| 
| 


III. 

Wir haben es nicht unterlassen Experimente anzustellen, 
um uns iiber die relative Garungsenergie der Bakterien zu 
orientieren. Wir haben daher zunachst ohne Riicksicht auf 
die Qualitaét der gasférmigen Produkte vergleichende Versuche 
unter denselben Bedingungen wie mit den Bakterien auch mit 
frischer Hefe angestellt*), Um kommensurable Zahlen zu er- 
halten, haben wir natiirlich die Hefezellen in die Kulturfliissig- 
keit in einer Menge abgeimpft, die der Menge der zugesetzten 
Bakterien approximativ entsprach, d. h. eine Platinése voll. 
Wir erhielten dabei das merkwiirdige Resultat, daB die Bak- 
terien die Brenztraubenséure und ihre Salze mit einer viel 
gréBeren Energie angreifen wie die Hefe. Dies geht 
aus Tabelle IV ohne weiteres klar hervor. 

















Tabelle IV. 
Probe 8 Std. 12 Std. | 20 od. 
Brenztraubensaurebouillon + Coli . 1 2,5 4,0 
do. +Paratyphus.... 1 2,0 | 4,0 
do. +enter.Gaertner . . Spur 1,0 8,0 
do. 7 pena -- Spur 1,5 
2 (Nahrbouillon+Coli. ..... a _ —_— 
= do. +Paratyphus .. -- — — 
= do. + enter. Gaertner . —- |; = 
td do. RM se 6's a —_ i 





1) Wir haben davon abgesehen, die Versuche mit Hefereinkulturen 
anzusetzen, da ja die Brenztraubensiure durch Zellen der frischen PreB- 


hefe vorziiglich vergoren wird. 
6* 
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Es sol) an dieser Stelle erwaihnt werden, da8 wir ahnliche 
vergleichende Versuche mit Traubenzucker angestellt haben, 
und daB wir hierbei dhnliche Resultate erhielten. Die Ver- 
suche, die mit einer 0,2°/,igen Traubenzuckerbouillonlésung 
angestellt wurden, ergaben, wie aus Tabelle V ersichtlich ist, 
da8 der Traubenzucker durch Hefe trotz des iippigen Wachs- 
tums langsamer angegriffen wird als durch die Bakterien. 
Also auch hier eine auffallende Parallelitét zwischen Brenz- 
traubensiuregirung und Zuckergirung durch Bakterien! 


Tabelle V. 





Probe 20 Std. | 82Std. | 38 Std. 





Traubenzuckerbouillon + Coli . . . 3, 4,5 — 
do. +Paratyphus. ... 3, 40 —_ 
do. +enter.Gaertner . . : 4,0 — 
do. 1,0 | 2,5 


Die vergleichenden Versuche iiber die Vergirung der A!- 
kalisalze durch Bakterien und PreBhefe haben das gleiche 
Resultat ergeben wie mit den freien Siuren. 

Inwiefern diese Erscheinungen mit der GréBe der Ferment- 
produktion der Bakterien oder mit ihrer vitalen Energie und 
Pathogenitaét zu tun haben, bleibt zunichst eine offene Frage. 
Wir haben aber dafiir Anhaltspunkte liefern kénnen, daB8 die 
Bakteriengirung der Brenztraubensiure und ihrer Salze eine 
viel energischere ist als die Hefegarung derselben Substanzen. 


By. 

Uber die sich abspielenden chemischen Vorginge bei 
der Vergarung der Brenztraubensiure durch Bakterien méchten 
wir im folgenden berichten. 

Die gro8e Ubereinstimmung und Analogie der von uns 
beobachteten Géarungsphinomene mit den ,,zuckerfreien Ga- 
rungen* Neubergs haben uns a priori zu der Annahme ge- 
fiihrt, daB wir es bei der Bakteriengirung der Brenztrauben- 
siure ebenfalls mit Carboxylasewirkung zu tun haben. Wie 
bereits Neuberg und Karczag’) festgestellt haben, verliuft 


1) C. Neuberg und L. Kareczag, diese Zeitschr. 36, 68, 1911; 
36, 76, 1911. 
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die Garung der Brenztraubenséure unter Einwirkung der von 
ihnen entdeckten Hefecarboxylase nach der einfachen Gleichung: 


CH, .CO.COOH = CH, .COH +-CO,, 


wobei also die Substanz glatt in Kohlensiure und Acet- 
aldehyd zerfallt. Andererseits haben die genannten Autoren 
festgestellt, daB die Alkalisalze der Brenztraubensdure nach 
folgender Gleichung zersetzt werden: 


2CH,.CO.COOK + H,O = 2CH,.COH + CO, + K,0O,, 


d. h. ebenfalls in Kohlensiure und Acetaldehyd bei gleich- 
zeitiger Alkalibildung. 

Das charakteristischste Produkt der Hefegarung der Brenz- 
traubenséure, den Acetaldehyd, haben wir in der Annahme 
einer Bakteriencarboxylase ebenfalls als ein Produkt der Bak- 
teriengarung erwartet. Wir haben den Acetaldehyd durch ge- 
eignete Mittel, wie fuchsinschweflige Saure, die wir in vorschrifts- 
maBiger*) Konzentration zur Brenztraubensdurebouillonlésung 
gegeben haben, firberisch nachzuweisen gesucht. Diese Ver- 
suche sind ebenso ergebnislos verlaufen wie die Versuche eines 
direkten chemischen Nachweises bzw. Isolierung des Acetaldehyds 
aus dem Girgute selbst. Das giinzliche Fehlen des Acetaldehyds 
war schon ein Zeichen dafiir, daB die Brenztraubensaéure durch 
Bakterien eine Verainderung erlitt, die von der Veranderung, 
die diese Substanz durch Hefe erleidet, biologisch und che- 
misch zu unterscheiden ist. 

Die Untersuchung der gasférmigen Produkte ergab 
iiberraschenderweise, daB die Vergirung der Brenztraubenséure 
durch Bakterien auch beziiglich der entstandenen Garungs- 
gase nichts Gemeinsames mit der Hefegarung an sich 
hat. Die chemische Analyse der gasformigen Bestandteile er- 
gab, daB diese der Hauptmenge nach, bis zu ca. 90°/,, aus 
Wasserstoff bestehen, und nur bis zu ca. 10°/, aus Kohlen- 
sdure’). 

Zu diesem Zwecke wurden die entwickelten Gase aus den 
Garungsproben, die mit freier Brenztraubensiure angestellt 


1) Ende, Centralbl. f. Bakt. Abt. I, 1903, Nr. 35, S. 109. 

*) Bei der Ausfiihrung der Analysen hat uns Herr Dip].-Ing. H. Klein 
eine gefillige Hilfe geleistet, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle bestens 
danken. 















































Peleg. 
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wurden, in einem neu konstruierten Apparat gesammelt, der 
sich, ohne irgendeine Gefahr fiir den Experimentator bei An- 
wesenheit pathogener Mikroorganismen zu bieten, zum Sammeln 
selbst kleinster Gasmengen gut bewahrt hat. Der eine von 
uns wird die Beschreibung des Apparates an anderer Stelle 
veroffentlichen. 

Die Analysenzahlen geben somit einen Durchschnitt von 
mehreren entwickelten Garungsgasen an. Wir haben zunichst 
quantitativ nur die Gase eines einzigen Bacteriums untersucht, 
nimlich die des Bact. coli. Wir haben aber nie unterlassen, 
qualitative Gasanaiysen auch beziiglich der von Bact. coli, Para- 
typhus B und Bact. enter. Gaertner entwickelten Gase sowohl 
bei Anwendung von freier Brenztraubensdéure wie ihrer Alkali- 
salze anzustellen. Diese Untersuchungen haben uns dasselbe 
Resultat geliefert wie die quantitative Untersuchung der Garungs- 
gase des Bact. coli, d.h. daB das Hauptprodukt aus Wasser- 
stoff besteht. 

Es sei hier noch fernerhin erwahnt, daB die Reaktion 
des Mediums bei der Vergirung der Brenztraubensiaure- 
alkalien durch Bakterien im Gegensatz zur Hefegirung nicht 
ins alkalische umschligt, sondern neutral bleibt. 

Die Vergirung der Brenztraubensiure gehért somit zu 
den komplizierten Giairungen, zum Unterschied von der 
Hefegarung dieser Substanz. Die chemische Untersuchung 
des Giargutes nach der bereits geschilderten Methode des 
einen von uns‘) hat diese Annahme nur bestitigen kénnen. 
Es gelang uns, sowohl in der Destillationsfliiesigkeit wie im 
Atherextrakt des Gargutes eine Anzahl fliichtiger Fettsiuren, 
wie Propion- und Buttersiure, nachzuweisen, die mit der Brenz- 
traubensaure in genetischem Zusammenhange stehen, der be- 
reits auch von Karczag’) schematisch angedeutet wurde. 

Inwieweit bei diesen Untersuchungen die chemische Be- 
schaffenheit der Nahrbouillon als stérender Faktor in Betracht 
kommt, bleibt zunichst unentschieden. Trotzdem ist es aber 
nicht zu verkennen, daB bei der Bakteriengirung der Brenz- 
traubensiure starke Reduktionsprozesse im Vordergrunde 
stehen. 


') L. Karezag, diese Zeitschr. 43, 44, 1912. 
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Ein besonders charakteristisches Produkt, das geeignet 
wire, iiber die Natur des Garungsvorganges ein einheitliches 
Bild zu liefern, haben wir vorderhand nicht finden kénnen. 
Die Untersuchungen sind nicht abgeschlossen und werden in 
verschiedenster Richtung fortgesetzt. Wenn auch eine bio- 
logische und biochemische Erklarung dieser Phinomene noch 
fehlt, so méchten wir doch darauf hinweisen, daB es nicht 
ausgeschlossen erscheint, daB Garungen mit kleinen Zellmassen, 
aber mit besonders virulenten, in Wachstum und Vermehrung 
begriffenen jugendlichen Zellen prinzipiell anders verlaufen 
kénnen als mit groBen Massen und dlteren Kulturen, und daB 
sich dadurch die beobachteten Unterschiede zwischen Bakterien- 
garung und Hefegarung der Brenztraubensaure erklaren lieBen. 
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Ober den Tryptophangehalt normaler und pathologischer 
Hautgebilde und maligner Tumoren. 


Von 
Hugo Fasal. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1913.) 


In unserer Abhandlung iiber den Tryptophangehalt der 
Horngebilde und anderer EiweiBk6érper’) haben wir gezeigt, daB es 
mittels eines colorimetrischen Verfahrens gelingt, in vielen ver- 
schiedenen EiweiBkérpern den Tryptophangehalt zu bestimmen. 
Die Methodik war bei manchen EiweiBkérpern in der an- 
gegebenen Art nicht gut durchfiihrbar, da neben dem violetten 


Ton der eigentlichen Tryptophanreaktion oft ein stérender 
braunroter Farbenton auftritt, der dem genauen colorimetri- 
schen Vergleiche im Dubosqschen Colorimeter hinderlich ist. 
Wir versuchten nun, die colorimetrische Methode bei der quanti- 
tativen Tryptophanbestimmung zu verbessern und das mit Gly- 
oxylsiure und konzentrierter Schwefelsiure erhaltene gefiarbte 
Reaktionsprodukt auszuschiitteln. Wir versuchten dies mit 
Ather, Chloroform, Benzol, Toluol, Xylol, Tetrachlorkohlenstoff, 
Schwefelkohlenstoff, Essigiither, die nicht imstande waren, die 
Reaktionsprodukte aufzunehmen; nur Amylalkohol nahm es 
auf, zeigte aber den Nachteil, daB die Farbe sich alsbald anderte. 
Wir haben daher einen anderen Weg eingeschlagen, um iiber 
die Schwierigkeit der Messung von Reaktionsprodukten mit 
verschiedenen Farbennuancen im Colorimeter hinwegzukommen. 
Es erwies sich hierbei der Apparat, den 8. P. L. Sérensen in 


) Fasal, Uber eine colorimetrische Methode der qantitativen 
Tryptophanbestimmung und iiber den Tryptophangehalt der Horngebilde 
und anderer Eiwei8kérper. Diese Zeitschr. 44, 392. 
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seinen Enzymstudien') angibt, sehr gut verwendbar. Er be- 
nutzte zum Vergleich verschiedenfarbiger Lésungen Re- 
agensglasgestelle, deren 35 bis 40° gegen den wagerechten 
Plan geneigter Boden mit einem Blatt reinen weiBen Papiers 
bedeckt ist, und die so eingerichtet sind, daB eine Drehung des 
Gestelles von 35 bis 40° um dessen Lingsachse es erméglicht, 
quer durch die gesamten vorliegenden Reagensgliser gegen das 
weiBe Papier als Hintergrund frei und unbehindert zu sehen. 
Man kann so die Farbenstirke der verschiedenen Lésungen 
und die verschiedenen Konzentrationen}miteinander vergleichen, 
wenn auch andere Farbennuancen vorhanden sind, die den 
Vergleich im Colorimeter nicht zulassen. Auch beim Vergleich 
der Farblésungen im Sérensenschen Gestell konnten wir da- 
durch eine bedeutende Verbesserung erzielen, daB wir die zu 
vergleichenden Lésungen durch eine vorgeschaltete Lésung von 
Smaragdgriin betrachteten, indem wir eine mit einer Smaragd- 
griinlésung gefiillte flache, ca. 2cm breite Cuvette vor den 
Apparat stellten. Durch dieses Farbenfilter verschwand zum 
groBen Teil der rotbraune Farbenton, und wir konnten den 
Gehalt an Tryptophan durch die verschiedene Intensitét der 
blauvioletten Farbung besser konstatieren. 

Wir hatten nun die Wahl, entweder im Dubosqschen Colori- 
meter oderimSérensenschen Reagensglasgestell unsere Messungen 
vorzunehmen, je nachdem welcher Apparat fiir den betreffenden 
Effekt zweckmaBiger war. Durch diese Technik hat unsere Me- 
thodik eine vielfach erweiterte Anwendungsmdglichkeit gefunden. 

Wir haben nun im Anschlu8 an unsere Untersuchungen 
iiber die Spaltungsprodukte der Horngebilde*) die Spaltungs- 
produkte normaler und pathologischer Hautgebilde studiert, und 
zwar orientierten wir uns zuerst iiber die Trytophanmengen in 
diesen Gebilden. 

Die ersten Untersuchungsserien, die wir in Angriff nahmen, 
betrafen die abgeschabte Epidermis normaler Haut und Pso- 
riasisschuppen. Das Untersuchungsmaterial wurde mit Wasser, 
Alkohol und Ather gereinigt und zur Gewichtskonstanz im 
Thermostaten bei 100° getrocknet. 


1) Diese Zeitschr. 21, 202. 
*) Fasal, Beitrige zur Chemie der Verhornung. Vortrag gehalten 
auf dem Intern. Kongr. f. Dermatologie in Rom, 8. bis 13. April 1912. 
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Abgeschabte Epidermis normaler menschlicher Haut. 


0,01 g wird mit 2 ccm Glyoxylsiure und 6 ccm Schwefel- 
siure versetzt und zeigt deutliche Tryptophanreaktion, die 
im Apparat von P. Sérensen der Tryptophanreaktion von 
1:20000 entspricht. 

0,01 :0,00005 = 100:x 
x == 0,5. 

Es enthilt also die abgeschabte Epidermis 0,5°/, Tryp- 
tophan. 

Subcutis. 

Die restierende Subcutis zeigte bei der gleichen Be- 
handlung kaum eine Spur von Tryptophanreaktion, deren 
Empfindlichkeit ja so groB ist, daB sie bei einem Tryptophan- 
gehalt einer Lésung von 1:100000 deutliche rotviolette Far- 
bung gibt. 

Psoriasisschuppen 
wurden im kalten Wasser gereinigt, mit absolutem Alkohol 
ausgekocht, mit Ather durch 24 Stunden im Soxhlet extrahiert, 
im Thermostaten bei 100° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,02 g wurden mit 2 ccm Glyoxylsiure und 6 ccm Schwefel- 
siure versetzt, nach ca. 1 Stunde war die Reaktion am deut- 
lichsten. Spiater nahm der blauliche Farbenton ab und es do- 
minierte die rotbraune Farbe. Die Reaktion von 0,02 g ent- 
sprach im Apparat von Sérensen der Tryptophanreaktion 
1:12000. 

0,02:0,000 83 == 100:x 
& x = 0,41. 
Psoriasisschuppen enthalten daher 0,41°/, Tryptophan. 
Der Tryptophangehalt betrigt also in: 


Verhornte Oberhaut . . . 0,3°/, 
Abgeschabte Epidermis . . 0,5°/, 
| Ferree 

Psoriasisschuppen . . . . 0,41°/,, 


Wenn wir diese Untersuchungsergebnisse mit den Unter- 
suchungen iiber den Tryptophangehalt der verhornten Ober- 
haut vergleichen, so sehen wir, dab der Unterschied im Trypto- 
phangehalt der abgeschabten Epidermis und der verhornten 
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Oberhaut, sowie der Psoriasisschuppen nicht sehr groB ist, be- 
sonders wenn man in Erwiagung zieht, daB wohl die Trypto- 
phanbestimmung der verhornten Oberhaut mit dem groBen 
Colorimeter von Dubosq quantitativ genau ist, daB dagegen 
die Bestimmung des Tryptophangehaltes in den Psoriasis- 
schuppen und in der abgeschabten Epidermis wegen der oben 
erwahnten verschiedenen Farbennuancen nicht diesen Grad von 
Genauigkeit besitzt und die Farbendifferenzen der Adam- 
kie wicz-Hopkinsschen Reaktion im Apparat von Sérensen 
festgestellt wurden. Diese verhiltnismaBig geringen Unter- 
schiede im Tryptophangehalt entsprechen auch dem Umstande, 
daB pathologisch-anatomisch verhornte Oberhaut, abgeschabte 
Epidermis und Psoriasis einander nahestehen. 


Maligne Neoplasmen. 


Im Verlaufe unserer Untersuchungen iiber pathologische 
Hautgebilde, insbesondere Hauttumoren, konnten wir schon 
anlaBlich einer Demonstration’) auf ein auffallendes Verhalten 
des Tryptophangehaltes in verschiedenen Tumoren aufmerksam 
machen. Unsere weiteren Untersuchungen bestitigten die Be- 
obachtung, daB maligne Tumoren in bezug auf ihren Trypto- 
phangehalt deutliche Unterschiede vom normalen Gewebe teils 
nach der einen, teils nach der anderen Richtung zeigten. 
Wiahrend wir damals den Tryptophangehalt in konservierten 
Geschwiilsten untersuchten, setzten wir unsere Untersuchungen 
nun an frischem Material fort. Dazu veranlaBte uns insbeson- 
dere die Beobachtung, daB die Tryptophanreaktion durch reich- 
liche Formalinzufiigung zerstért wird, waihrend bekanntlich ge- 
ringe Mengen von Formalin sogar die Glyoxylsiure bei der Re- 
aktion ersetzen kénnen, und wir nicht absolut sicher waren, 
ob nicht die konservierten Tumoren friiher in Formalin ge- 
legen waren. 

Die nachste Serie von Untersuchungen betraf Tumoren 
der Haut, insbesondere Hautkrebs. Es war nicht leicht, frisches 
Material zu erhalten, da gréBere zusammenhangende Haut- 
tumoren notwendig waren, um reines Carcinomgewebe zu er- 
halten. 


1) K. k. Gesellschaft der Arzte in Wien, 10. Juni 1912. Wiener 
klin. Wochenschr. 1912, Nr. 27. 
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Plattenepithelcarcinom der Haut. 

Das Carcinomgewebe wurde zuerst mit Wasser abgespiilt, 
dann mit Alkohol und Ather extrahiert und im Thermostaten 
zur Konstanz getrocknet. 

0,01 g wurden mit Glyoxylsiure und Schwefelsiure, wie 
beschrieben, versetzt. Die Reaktion zeigte einen rétlichen 
Farbenton, so daB sie im Colorimeter mit der Tryptophan- 
reaktion nicht gut verglichen werden konnte. 

Im Apparat von Sérensen zeigte sich, daB die Trypto- 
phanreaktion von 0,01 g Carcinompulver der Tryptophanreaktion 
von 1:6000 entspricht. ' 

1:6000 = 0,000 17 
0,01:0,00017 == 100:x 
x = 1,7. 

Es betrigt also die Menge des im Plattenepithelialcarcinom 

enthaltenen Tryptophans 1,7°/,. 


Tryptophangebalt der Leber und des Lebercarcinoms. 
Im AnschluB an diese Untersuchungen bestimmten wir 
den Tryptophangehalt im normalen Lebergewebe und im Car- 
cinom der Leber. Wir verwendeten nur frisches Material, das 
wir, wie unten beschrieben, priparierten. Wir erhielten aus 
Lebergewebe ein graubraunes Pulver, aus dem Carcinomgewebe 
ein etwas dunkleres graues Pulver. 


Tryptophanbestimmung im normalen Lebergewebe und im 
Carcinom der Leber. 

Das Gewebe wird mit Wasser gut ausgewaschen, im ab- 
soluten Alkohol gekocht, in der Reibschale verrieben (das 
normale Lebergewebe laBt sich viel leichter und regelmaBiger 
verreiben als das Carcinomgewebe) und im Thermostaten zur 
Konstanz getrocknet. 


Lebergewebe. 

0,01 g, mit Glyoxylsiure und Schwefelsiure versetzt, ent- 
sprach im Apparat von P. Sérensen der Tryptophanreaktion 
1:10000. 

0,01:0,0001 — 100:x 
x==1, 


Lebergewebe enthalt daher ca. 1°/, Tryptophan. 
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Carcinom der Leber (nach Pankreascarcinom). 

Das Gewebe wurde in derselbe Weise wie oben bearbeitet. 
0,01 g des Carcinomgewebes wird mit Glyoxylsiure und Schwefel- 
siure versetzt; zeigt ebenso wie normale Leber Tryptophan- 
reaktion mit rétlichem Farbenton und wird daher im Apparat 
von Sérensen verglichen. 

Die Reaktion des Lebercarcinoms ist schon mit freiem 
Auge als deutlich stérker erkennbar als die Reaktion des nor- 
malen Lebergewebes. 

Im Apparat von Sérensen entspricht die Reaktion der 
Tryptophanreaktion von 1:6000. 

0,01:0,000 1666 = 100:x 
x = 1,666". 

Das Carcinomgewebe enthilt daher ca. 1,666™°°/, Tryptophan. 
Es erscheint also der Tryptophangehalt des Carcinomgewebes der 
Leber gegeniiber dem normalen Lebergewebe deutlich vermehrt. 

Wir setzten die quantitativen Tryptophanbestimmungen 
an Tumoren von Mausen und Ratten fort und bestimmten 
die Tryptophanmenge beim 


Carcinom der Maus (Bashford-Tumor). 

Der Tumor wurde excidiert, in kleine Stiickchen zer- 
schnitten, mit Wasser abgespiilt, mit Alkohol und Ather im 
Soxhlet extrahiert, gepulvert, im Thermostaten bei 100° zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. 

0,01 g wurden im Sérensenschen Apparat mit den Tryptophan- 
lésungen verglichen und standen der Lésung 1: 6000 am nachsten. 
1:6000 = 0,000 16 

0,01:0,000 16 = 100:x 
xz==1°6. 
Das Carcinom der Maus enthalt 1,6°/, Tryptophan. 


Sarkom der Ratte. 
Der Tumor wurde wie oben behandelt. 
0,01 g wurde mit Tryptophanlésung 1:7000 verglichen, 
1:7000 = 0,00014 
0,01:0,000 14 = 100:x 
x== 1,4. 
Das Sarkom der Ratte enthilt 1,4°/, Tryptophan. 
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Es zeigte sich also, daB der Tryptophangehalt des Miuse- 
carcinoms und des Rattensarkoms deutlich vermehrt ist. Das 
tryptophanreiche Casein enthielt ca. 0,65°/, Tryptophan. 

Wir sehen aus diesen Untersuchungen eine deutliche Ver- 
mehrung des Tryptophangehaltes im Lebercarcinom im Ver- 
gleich zum Tryptophangehalt des normalen Lebergewebes, eben- 
so wie wir die Vermehrung des Tryptophans im Plattenepithelial- 
carcinom feststellen konnten. 

Dagegen konnten wir bei einem Carcinom der Mamma 
keine Spur eines Tryptophangehaltes konstatieren, trotz- 
dem wir das Gewebe, das wir, wie oben, mit Alkohol und 
Ather extrahiert und zur Konstanz getrocknet hatten, zuerst 
mit Glaspulver aufs feinste verrieben, bei einem anderen Ver- 
such zuerst mit 50°/,iger Schwefelsiure versetzten. Niemals 
konnten wir nach Zusatz von Glyoxylsiure und konzentrierter 
Schwefelsiure eine Tryptophanreaktion erhalten. 

Unsere Untersuchungen, die ja keineswegs abgeschlossen 
sind und an Tumoren in gréBerem Stil fortgesetzt werden, 
zeigen bisher die bemerkenswerte Tatsache, daB der Trypto- 
phangehalt des Lebercarcinoms und des Plattenepithelcarcinoms 
nahezu gleich ist und da8 im Vergleich zum normalen Ge- 
webe, d. i. einerseits das normale Lebergewebe, andrerseits die 
normale Epidermis oder die verhornte Oberhaut, das Carcinom- 
gewebe einen vermehrten Tryptophangehalt aufweist. 

Ebenso auffallend ist das Fehlen des Tryptophans bei 
einem Mammacarcinom. 

Unsere bisherigen Untersuchungen ergeben also: 

1. Eine Anreicherung von Tryptophan in der Oberhant 
im Vergleich zur Subcutis bei der Haut des Menschen, sowie 
eine annahernd gleiche Tryptophanmenge in Psoriasisschuppen. 

2. Eine deutliche Vermehrung des Tryptophangehaltes im 
Plattenepithelialcarcinom. 

3. Eine deutliche Vermehrung des Tryptophangehaltes 
des Carcinoms der Leber im Vergleich zum normalen Leber- 
gewebe. 

4. Der Tryptophangehalt des Carcinomgewebes beim Platten- 
epithelialcarcinom und beim Lebercarcinom ist annahernd gleich. 

5. Im derben Mammacarcinom konnten wir auch nicht 
spurenweise Tryptophan nachweisen. 
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Wenn wir die wichtige Rolle, die Tryptophan im EiweiB- 
stoffwechsel spielt, hervorheben und auf die Tatsache hinwiesen, 
daB ein im Stickstoffgleichgewicht befindliches Tier bei Ent- 
ziehung des Tryptophans sofort eine negative Stickstoffbilanz 
ergab*), so miissen wir den Unterschied im Tryptophangehalt 
der malignen Tumoren, die wir deutlich konstatieren konnten, 
die gebiihrende Bedeutung zuerkennen. 

Es wurde in unserem Institute gezeigt*), daB beim Melano- 
sarkom, das mit Melanurie verbunden ist, der Organismus nicht 
in der Lage ist, das Tryptophan wie normal abzubauen, sondern 
daB der Organismvs im Gegensatz zum Verhalten bei der 
Alkaptonurie den Benzolring des Indolringsystems zu oxy- 
dieren vermag, daB er aber nicht imstande ist, den Pyrrolring 
desselben Systems zu zerstéren. 

Es scheinen bei den malignen Neoplasmen zweierlei Vor- 
gange sich abzuspielen, bei denen das Tryptophan eine wichtige 
Rolle spielt. 

Einerseits scheint das Neoplasma sich mit Tryptophan 
anzureichern, dasselbe dem Organismus zu entziehen, anderer- 
seits finden wir Tumoren, die gar kein Tryptophan ent- 
halten, die zu ihrem Aufbau kein Tryptophan benutzen und 
daher aus physiologisch minderwertigen EiweiBkoérpern 
bestehen. 


1) Abderhalden und Rona, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 
511, 1907. 
*) Hans Eppinger, diese Zeitschr. 28, 183, 1910. 








Uber den Cholesterin- und Cholesterinestergehalt des 
Blutes verschiedener Tiere. 
Von 
Felix Kauders. 
(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 27. Juli 1913.) 


Der Cholesteringehalt der roten Blutkérperchen ist vielleicht 
zuerst Hoppe-Seyler aufgefallen, und seine Angaben wurden 
epiter von Abderhalden und Wooldrige bestatigt. Hoppe- 
Seyler behauptete, da8 auch im Blutserum freies Cholesterin 
vorkomme, aber sein Befund wurde von Hirthle dahin ge- 
deutet, daB das von ihm gefundene Cholesterin ein Kunst- 
produkt sei, entstanden bei der Verseifung der im Serum ent- 
haltenen Ester. Denn im Blutserum hat schon 1833 Boudet 
Cholesterinester gefunden, und spaterhin konnte Hiirthle diese 
als Olsdure-, Palmitinséure- und Stearinsaéure-Cholesterinester be- 
stimmen. Die Frage aber, ob im Serum freies Cholesterin vor- 
komme, blieb offen, um so mehr, als Hepner die Behauptung 
aufstellte, daB das Cholesterin des Blutes den Blutkérperchen, 
die Ester aber dem Blutserum zukomme. Unter gewissen noch 
festzustellenden Bedingungen kénne das Serum auch freies 
Cholesterin enthalten. Wir haben auf breiterer Basis versucht, 
die Beziehung des Cholesteringehaltes der Erythrocyten und 
des Estergehaltes des Serums, sowie seines Gehaltes an freiem 
Serum zur Resistenz der Erythrocyten und zum lytischen Ver- 
mégen der Seren zu studieren. Die Uberlegung, von der wir 
ausgingen, beruht auf dem bekannten Versuche der Entgiftung 
der Saponine, die zugleich Hamolysine sind, durch Cholesterin. 
Wenn die Resistenz der roten Blutkérperchen verschiedener 
Tierarten gegeniiber den Hiamolysinen auf ihrem Cholesterin- 
gehalte beruht, so ist es sehr wahrscheinlich, daB man be- 
deutende Differenzen im Cholesteringehalt bei verschiedenen 
Erythrocytenarten finden muB. Ebenso kann das lytische Ver- 
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mégen des Serums abhangig sein einerseits von seinem Gehalte 
an hamolysierenden Olsaurecholesterinester, andererseits behin- 
dert werden von seinem Gehalte an freiem Cholesterin. Wenn 
wir auch keine Methode haben, den Gehalt des Serums an Ol- 
sdurecholesterinester zu bestimmen, so verfiigen wir doch iiber 
Methoden, um den Gehalt von Cholesterin und Cholesterinester 
iiberhaupt zu bestimmen und uns so ein ungefahres Bild iiber 
die Verhaltnisse zu verschaffen. Diese Frage nach dem Gehalte 
des Serums an freiem Cholesterin war fiir uns um so mehr 
von Interesse, als es in nicht veréffentlichten Versuchen Robert 
Dorr in unserem Institut gelungen ist, aus dem Serum Wasser- 
mann-positiver Soldaten freies Cholesterin in scheinbar reich- 
licher Menge darzustellen, was aber nicht bei Wassermann- 
negativem Serum aus gleicher Quelle gelungen ist. Dieser Be- 
fund hatte gewissermaBen eine Bestatigung gefunden in einer 
Untersuchung von J. H. Schulz’), welcher Forscher in aktivem 
Wassermann-positivem und inaktivem Wassermann-negativem, 
sowie in den inaktivierten beiden Serumarten Cholesterin, 
sowohl freies als auch als Ester gebundenes, bestimmte. Dieser 
Forscher hat zwar im Menschenblute und im Pferdeblutserum 
freies Cholesterin gefunden, aber schon in Wassermann-negativem. 
Im Wassermann-positiven zeigt seine Zahl eine Zunahme von freiem 
Cholesterin iiber das Doppelte. Beide inaktivierte Seren, so- 
wohl positives als auch negatives, zeigen jedoch eine Abnahme 
an freiem Cholesterin, was doch sicherlich ein Versuchsfehler 
ist, um so mehr, als er auch das Gesamtcholesterin ver- 
mindert findet, da durch die Inaktivierung doch kein Chole- 
sterinverlust entstehen kann. Die Methodik, die wir verwen- 
deten, war folgende: In einigen Versuchen wurden Serum sowohl 
als auch rote Blutkérnchen nach der Methode von Sigmund 
Frankel und Aladar Elfer*) getrocknet und mit Petrolather 
im Soxhletapparat erschépfend extrahiert. In den anderen 
Versuchen wurden die gewaschenen und zentrifugierten Blut- 
kérperchen oder das Serum in die vierfache Menge Alkohol ein- 
gegossen, nach einiger Zeit die koagulierte Masse von der Lésung 
abfiltriert und mit absolutem Alkohol nachgewaschen. Die alkoho- 
lische Lésung wurde stark eingeengt, mit Petrolither mehrfach aus- 


) Diese Zeitschr. 42, 255, 1912. 


*) Diese Zeitschr. 28, 330, 1910 und 40, 138, 1912. 
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geschiittelt, der koagulierte Anteil in einem Soxhletapparat er- 
schépfend mit Petrolither extrahiert und die vereinigten petrol- 
atherischen Ausziige fiir die Bestimmung des freien und gebun- 
denen Cholesterins nach der Methode von A. Windaus benutzt’). 

















Mengen 


Ausgewog. 
Cholesterin- 


Digitonin 


Ausgewog. 


Cholesterin- 


Digitonin aus 
der Esterport. 


L. 
Freies 
Cholesterin 


Cholesterin 
IL. 
Gebundenes 


Berechnet 
auf 1000 cem 
freies 
Cholesterin 


Cholesterin 
| in Esterform 





Hundeserum 


Pferdeserum 
Rinderserum 


Kaninchenserum 


Meerschweinchen- 


serum 
Hammelserum 


Hunde- 
blutkérperchen 


Meerschweinchen- 


blutkérperchen 


Kaninchen- 
blutkérperchen 


Rinder- 
blutkérperchen 


Hammel- 
blutkérperchen 


Menschenserum 
— Wassermann 


Menschenserum 
— Wassermann 


Menschenserum 
+ Wassermann 


Menschenserum 
+ Wassermann 


10,28 Petrol- 





70g geben 
atherriick- 
stand 
1215 cem 
820 ccm 


75 ecm 
96 com 


23 g 


160 cem 
Blutkérp. 


71 cem 
= 75g 


65 ccm 
= 70g 
109 g 


29 g 
feuchte 
Blutkorp. 


38,5 cem 


34 ccm 
= 39g 
94 com 
= 95 g 


51 cem 





0,0008' 0,0102 


0,1389! 0,0969 
0.2874, 0 
0,0222' 0,0884 


0,0295 0,0909 
0,0805! 0,0035 
0,0036 0 


0,056 0 





90,1101) 


0,1938) 0,0088 





0,0685) 0,0794 


| 
0,0464) 0,1424 
0,0913 0,2028 
0.1286 0,1346 


0,1026 0,1842 





| 


| 0,0055 
| 0,007375)0,0227 
0,000875 


| 0,0347 





0,000075 0,0023 


0,0242 
0,05754 0 
0,0221 


0,0201 
0,0009 0 


0,014 0 


/0,02752 | 0 





0,04845 0,00207 


he 
f 
' 


0,04605 


| 
/°. 02565 ° 


| 0,00562 





0,00107 |0,03285 


| 
0,0285 |0,0199 
0,07017 | 0 
0,074 — |0,2946 
} 
0,0768 |0,2364 
0,8739 (0,038 


0 


1 kg feuchie 
Blutkérp. 


0,3931 
0,4444 (0,0 19 


| 


0,689 


| 
0,1866 | 0 
e. 


0,589 
| 

0,3012 0,9246 
| 

0,6705 


14911 


0,3207 |0,8579 





| 
0,5029 0,9029 
| 


1) Es ist notwendig, bei Verwendung der A. Windaus-Methode das kauf- 
liche Digitonin zu reinigen und mehrere Stunden zu warten, bis sich alles 
Cholesterin-Digitonin abgeschieden. Man arbeitet am besten, um quanti- 
tative Fehler zu vermeiden, im Doppelversuch. Man hiite sich, wie bei allen 
quantitativen Bestimmungen, vor groBen Uberschiissen des Fallungsmittels! 
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Die vorstehende tabellarische Aufstellung ergibt die Resultate 
sowohl fiir rote Blutkérperchen als fiir die Seren verschiedener 
Tiere. 

Zum Vergleiche mégen die von Edmund Herrmann 
und Julius Neumann’) gefundenen Werte fiir das Gesamtblut 


dienen: 

Esterférmig 
gebunderes 
Cholesterin 


| Nomar Frauen , 0,8346 0,9708 


Freies 
Cholesterin 


Blutart 
Misch- 


sechans Normale Frauen .. 00,8641 0,5755 


Neugeborene Kinder .  0,7811 0,1413 


eee Frau. . 0,8523 1,1610 
falle do. . . 0,8685 1,2208 


Wir machen nochmals darauf aufmerksam, daB es sich 
hier um Gesamtblutanalysen handelt, waihrend wir Seren und 
Blutkérperchen getrennt haben. 

Als Vergleich zu diesen Zahlen mégen noch die Zahlen 
dienen, die Schulz bei Untersuchung von Menschenserum ge- 
funden hat. Die Umrechnung haben wir vorgenommen. 


Freies Gebundenes 
Cholesterin Cholesterin 
Aktives Wassermann-negatives Men- 
schenserum enthalt. . ... . 0,2440 1,1280 
Aktives Wassermann-positives Men- 
schenserum enthalt,. . ... . 0,5220 0,8670 
Inaktives Wassermann-negatives Men- 
schenserum enthalt. . ... . 00,1490 0.9709 
Inaktives Wassermann-positives Men- 
schenserum enthalt. .... . . 0,1380 0,6430 


Wir glauben, daB diese Differenzen ebenso wie unsere 
Differenzen mehr auf der Verschiedenheit des Serumgemisches 
beruhen, da anscheinend schon in der Norm sehr bedeutende 
Schwankungen im Gehalte an freiem und gebundenem Chole- 
sterin vorhanden sind. Um so erklarlicher sind diese Schwan- 
kungen, als es sich ja bei diesen Menschenseren nicht um 
durchaus normale handelt, sondern um Kranke, die syphilis- 
verdichtig sind, deren Leiden sich aber durch den negativen 
Wassermann-Befund als andersartig darstellen. 


1) Diese Zeitschr. 483, Heft 1 und 2. 
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Was den Cholesteringehalt verschiedener Tiere anbelangt, 
hat A. Grigault den Cholesteringehalt im Blute verschiedener 
Tiere nach der colorimetrischen Methode bestimmt und ge- 
funden, daB der Cholesteringehalt der verschiedenen Tiere in 
folgender Reihe ansteigt: 

Nagetiere, Pferd, Schaf, Rind, Schwein, Mensch’). 

Nach unseren Untersuchungen ordnen sich die Seren der 
verschiedenen Tiere ihrem Cholesteringehalt nach steigend an: 
Hund, Pferd, Rind, Kaninchen, Meerschweinchen, Hammel. 

Ihrem Cholesteringehalt nach verhalten sie sich folgender- 
maBen steigend: 

Rind, Pferd, Hund, Hammel, Meerschweinchen, Kaninchen. 

Die Blutkérperchen der verschiedenen Tiere ordnen sich 
nach ihrem Cholesteringehalte steigend folgendermaBen an: 

Hund, Meerschweinchen, Kaninchen, Rind, Hammel. 

Ihrem Cholesterinestergehalte nach in gleicher Weise. Auf- 
fallend ist der hohe Gehalt der Hammelblutkérperchen an 
Cholesterinestern. 


Auf die biologischen Beziehungen werden wir in einer 
spaiteren Arbeit eingehen. 


1) Compt. rend. Soc. Biol. 71, 274. — Andre Mayer und Georges 
Schaffer, Compt. rend. de l’Acad. d. Sc. 155, 728 bis 731. 





Uber den Einflu8 der Lipoide auf die Gerinnung des Blutes. 
Von 
Friedrich Rumpf. 


(Aus der Medizinischen Poliklinik zu Freiburg i. B.) 


(Eingegangen am 28. Juli 1913.) 


Viele bedeutungsvolle Tatsachen der Gerinnungslehre 
gehen auf die Untersuchungen von Al. Schmidt zuriick. Die 
Ansicht tiber diesen Vorgang, die heute am meisten verbreitet 
ist, ist als eine Modifikation der urspriinglichen Theorie Schmidts 
anzusehen. 


Schmidt’) lehrte, daB die Gerinnung zustande kommt durch ein 
Zusammenwirken zweier Kérper, des schon seit langerer Zeit bekannten 
Fibrinogens und des Thrombins. Dieses hielt er fiir ein Ferment, eine 
Ansicht, die heute nicht mehr als absolut feststehend betrachtet 
werden kann. 

Die Entstehung des Thrombins ist nach Schmidt ein recht kom- 
plizierter Vorgang: im Plasma findet sich, wie besonders die Unter- 
suchungen verschiedener Schiiler Schmidts gezeigt haben, kein Throm- 
bin, wohl aber eine Vorstufe, ein Prothrombin. Die chemische Natur 
dieses Prothrombins ist unbekannt; wirksam wird das Prothrombin erst, 
wenn bestimmte Substanzen auf dasselbe eingewirkt haben: das sind die 
zymoplastischen Substanzen Al. Schmidts, die aus Leukocyten 
und anderen zerfallenden Zellen stammen sollen. 

Schmidt hat Versuche gemacht, um die Natur dieser zymopla- 
stischen Substanzen zu erforschen; er fand, daB sie alkoholléslich und 
hitzebestandig sind. Alkoholextrakte aus verschiedenen Geweben haben 
nach Schmidt die Eigentiimlichkeit, in bestimmten Gerinnungsgemischen 
den Reaktionsablauf deutlich zu beschleunigen. Unter diesen gerinnungs- 
beférdernden Stoffen scheint nach Untersuchungen der Schmidtschen 


) Schmidt, Die Blutlehre. 1892; Weitere Beitrige zur Blut- 
lehre. 1895. 
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Schiller von Samson-Himmelstjerna') und Nauk®) das Lecithin 
eine bedeutungsvolle Rolle zu spielen. 

Die Schmidtsche Lehre von den zymoplastischen Substanzen fand 
lange Zeit nicht die ihr gebiihrende Wiirdigung. Vereinzelte Angaben 
dariiber, daB Lipoide und besonders Lecithin gerinnungsbeschleunigend 
wirken kénnen, fanden sich zwar auch in einigen spiteren Arbeiten, 
aber meist ohne Zusammenhang mit den Forschungen Schmidts. So 
gibt z. B. Wooldridge®*) an, daB Lecithin die Gerinnung von Pepton- 
blut zu beschleunigen oder auszulésen vermag. 

In den folgenden Jahren fanden die zymoplastischen Substanzen 
wenig Beachtung. Vielmehr wandte sich das Interesse vorwiegend der 
Bedeutung der Kalksalze fiir die Gerinnung zu. Arthus, Pekel- 
haring*) und besonders Hammarsten®) bewiesen die Unentbehrlich- 
keit der Erdalkalien, speziell der Calcium- und Strontiumionen, fiir die 
Aktivierung des Thrombins. In ihrer Theorie war von den zymoplasti- 
schen Substanzen Schmidts nicht mehr die Rede. Die ablehnende 
Stellung, die Al. Schmidt selbst der Lehre von der Ca-Wirkung gegen- 
iiber einnahm, hat wohl dazu gefiihrt, daB seine ganze Theorie etwas in 
Mi8kredit kam. 

Erst die Arbeiten von Fuld®*) und Spiro’), sowie von Morawitz’*) 
haben gezeigt, daB die Entstehung des Thrombins doch wohl ein kom- 
plizierterer Vorgang ist, als man nach Arthus und Pekelharing an- 
nehmen méchte. Neben Calciumsalzen und Prothrombin scheinen noch 
andere Substanzen fiir die Gerinnung des Blutes erforderlich zu sein 
oder diese doch wenigstens auGerordentlich lebhaft zu beschleunigen. 
Man kénnte wohl geneigt sein, diese Substanzen, die sich nach Nolf®) 
besonders in den Zellen des Blutes und der GefaSwande finden, unbe- 
denklich mit den zymoplastischen Substanzen Schmidts zu identifizieren. 
Aber es fanden sich doch gewisse Unterschiede. Die von Fuld und 
Spiro sowie von Morawitz gefundenen gerinnungsbeschleunigenden 
Stoffe zeigten groBe Labilitét: durch Erwarmung auf ca. 70° gingen sie 


‘) von Samson-Himmelstjerna, Experim. Studien iiber das 
Blut. Inaug.-Diss. Dorpat 1882. 

®) Nauk, Uber eine neue Eigenschaft der Produkte der regres- 
siven Metamorphose. Inaug.-Diss. Dorpat 1886. 

8) Wooldridge, Chem. of the blood. 1893. 

*) Pekeiharing, Uber die Bedeutung der Kalksalze fiir die Ge- 
rinnung. Beitrige f. R. Virchows Festschrift 1, 1891. 

5) Hammarsten, Uber die Bedeutung der léslichen Kalksalze usw. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 1896. 

*) Fuld, Centralbl. f. Physiol. 1903. 

”) Fuld und Spiro, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 5. 

*) Morawitz, Die Chemie der Blutgerinnung. Ergebnisse der 
Physiol. 4. 

*) Nolf, Eine neue Theorie der Blutgerinnung. Ergebn. d. inn. 
Med. u. Kinderheilk. 10, 1913. 
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zugrunde, sie waren nicht alkoholléslich und sehr schwer in trockenem 
Zustande zu gewinnen. Nur durch Eindampfen von Gewebssiften bei 
sehr niederer Temperatur gelang es Morawitz, Trockenpulver von Ge- 
websextrakten zu gewinnen, die lange Zeit hindurch ihre gerinnungs- 
erregende Wirkung beibehielten. Auch Conradi‘) zeigte, daB die ge- 
rinnungsbeschleunigenden Stoffe der Gewebe schon nach kurzdauernder 
Autolyse zugrunde gehen. Morawitz fiihrte auch eine Reihe von Ver- 
suchen mit Alkoholextrakten verschiedener Organe aus; ihre Wirkung 
stand aber so weit hinter der frischer Gewebssifte zuriick, daf wohl 
davon nicht die Rede sein kann, da8 die Gesamtheit gerinnungsférdern- 
der Stoffe in den Alkoholextrakten enthalten sein kénne. Morawitz 
1aBt es offen, wie sich diese Gegensitze zwischen den alteren Versuchen 
Schmidts und seinen eigenen aufkliren lassen. Jedenfalls hielt er es 
nicht fiir richtig, die von ihm und Fuld und Spiro gefundenen ther- 
molabilen Substanzen mit den zymoplastischen Stoffen Schmidts zu 
identifizieren. Er schlug fiir die ersteren den Ausdruck Thrombo- 
kinase vor, der sich scheinbar eingebiirgert hat. 

Eine weitere Férderung erfuhr die Frage durch die Untersuchungen 
von L. Loeb*) und Muraschew’). Diese Autoren zeigten, daB die ge 
rinnungsbeschleunigenden Stoffe der Gewebe bis zu einem gewissen 
Grade artspezifische Eigenschaften haben. Das Thrombin selbst ist nur 
relativ wenig artspezifisch. Thrombine beliebiger Tiergattungen kénnen 
das Fibrinogen anderer, oft sehr weit entfernter Wirbeltiergattungen zur 
Gerinnung bringen. Ein gutes Beispiel hierfiir ist eine von Fuld her- 
vorgehobene Tatsache: der gerinnungshemmende Stoff des Blutegels, 
das Hirudin, ist imstande, die Blutgerinnung bei den allerverschiedensten 
Tieren zu hemmen. Da das Hirudin ein Antithrombin ist, darf man 
wohl annehmen, da8 auch die Thrombine verschiedener Tierarten einander 
aihnlich sind. Ganz anders steht es mit den gerinnungbeschleunigenden 
Stoffen der Gewebssifte, was besonders Loeb zeigen konnte. 

In neuester Zeit sind nun einige Arbeiten erschienen, die 
auf die alten Schmidtschen Untersuchungen zuriickgehen. Es 
wird von Zak*) sowie von Bordet und Delange’) der Ver- 
such gemacht, die alten Anschauungen Al. Schmidts zum 
Siege zu fiihren. Nicht fermentahnliche Stoffe, nicht Thrombo- 
kinasen sollen das wirksame Prinzip der Gewebssifte dar- 


?) Conradi, Beitrige z. chem. Physiol. vu. Pathol. 1. 

*) Loeb, Arch. f. d. ges. Physiol. 176, 1904. 

®) Muraschew, Uber die Spezifitét des Fibrinfermentes. Arch. f. 
klin. Med. 80. 

*) Zak, Studien zur Blutgerinnung. Arch. f. experim. Pathol. u. 
Pharmakol. 71, 1912. 

5) Bordet und Delange, Betrachtungen iiber die Rolle der Li- 
poide bei der Blutgerinnung. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
71, 1912. 











104 F. Rumpf: 


stellen, sondern Lipoide. Da mir die Untersuchungen von 
Bordet und Delange nur in einem kurzen Auszuge zuging- 
lich waren, méchte ich etwas ausfiihrlicher auf die Versuche 
von Zak eingehen. Zak und ebenso Bordet und Delange 
sprechen auf Grund ihrer Befunde die Vermutung aus, dab 
alle Wirkungen, die man bisher der Thrombokinase zuzu- 
schreiben pflegte, durch Lipoide der Gewebe zustande kommen. 

Zak, der zu seinen Untersuchungen Pferdeoxalat- bzw. 
-citratplasma wahlte, hat im wesentlichen zwei Versuchsreihen 
angestellt: einmal hat er den Lipoidgehalt des Plasmas durch 
Zusatz von Lipoidemulsion in Kochsalzlésung vermehrt, und 
zweitens gelang es ihm, die Lipoide im Plasma auf verschie- 
dene Weise zu vermindern oder zu beeinflussen. Seine ein- 
fachste und iiberzeugendste Methode ist jedenfalls ihre Extraktion 
mit Petrolither. Diese Versuche wiederholte ich in der von 
Zak angegebenen Anordnung, wahrend ich auf die Wiederholung 
der Versuchsgruppe, bei denen Zak die Plasmalipoide durch 
Fallung mittels einiger Alkaloide und Spaltung durch Fermente 
beeinfluBte, verzichtet habe. 

In Kiirze will ich die Wege angeben, die Zak zur Dar- 
stellung des Versuchsmaterials eingeschlagen hat, und denen 
auch ich gefolgt bin. Zunachst die Gewinnung der Lipoide. 
Auch ich habe ausschlieBlich Phosphatide benutzt, die aus 
frischem Rinderhirn hergestellt wurden. Genaueres iiber ihre 
Gewinnung und Eigenschaften findet sich in einer Arbeit von 
Bang’). Die dort ausfiihrlicher geschilderte Darstellungs- 
methode, die Erlandsen vorgeschlagen hat, wurde benutzt. 
Das zu einem Brei zerkleinerte Hirn wurde auf Petri- 
schalen ausgestrichen, etwa 12 Stunden im Brutschrank bei 
37° getrocknet, pulverisiert und mit Petrolather extrahiert. Es 
folgte eine mehrmalige Fallung mit Aceton, wonach die Nieder- 
schlige wieder in Petrolither gelést wurden; die dritte der- 
artige Lésung wurde getrocknet und im Vakuum und unter 
Lichtabschlu8 aufbewahrt. Ich habe wie Zak schlieBlich einen 
okerfarbenen Lack erhalten, der in Kochsalzlésung eine milchige 
Emulsion ergab, gleichfalls neutral reagierte und auf Kaninchen- 
blutkérperchen nicht hamolytisch wirkte. 


1) Bang, Biochemie der Zellipoide. Ergebn. d. Physiol. 6. 
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Zu allen Gerinnungsversuchen mit entkalktem Pferde- resp. 
Rinderplasma wurden immer die gleichen Mengen von 2 ccm 
Plasma und 2°/, Lipoidemulsion in physiologischer Kochsalz- 
lésung gebraucht; ausgelést wurde die Gerinnung jeweils durch 
6 Tropfen einer 5°/,igen CaCl,-Lésung, was der Versuchsan- 
ordnung von Zak entspricht. Diese wurde nun dahin er- 
weitert, daB ich vergleichende Versuche mit Thrombo- 
kinasezusatz anstellte. Zur Herstellung der letzteren wurde 
frische Pferde- bzw. Rinderleber benutzt, die Stiicke wurden 
nach Méglichkeit durch Auswaschen von Blut befreit, dann 
zerhackt und der Brei */, Stunde mit Kochsalzlésung kraftig 
geschiittelt. SchlieBlich wurde dieses Gemisch fiir einige Stun- 
den in den Eisschrank gestellt, die Thrombokinaselésung dekan- 
tiert und sofort verwandt. 


I, Versuche mit Zusatz von Lipoiden und Thrombokinase 
zum Pferde- bzw. Rinderplasma. 


In 5 Reagensgliser gleichen Kalibers wurden je 2 ccm Oxalat- 
plasma verteilt, Glas 1 bis 4 erhielten die steigenden Zusitze der Lipoid- 
emulsion; Glas 5 diente als Kontrolle mit 0,20 com NaCl-Lésung. Hier- 
auf kamen die Glaser immer fiir */, Stunde in den Brutschrank, dann 
wurde die Gerinnung mit je 6 Tropfen der CaCl,-Lésung ausgelést und 
mit der Stoppuhr verfolgt. 

Im Anschlu8 an einen derartigen Versuch wurde immer ein zweiter 
in gleicher Anordnung ausgefiihrt, mit dem Unterschied, daB Thrombo- 
kinase in steigenden Mengen zugesetzt wurde. In den folgenden Ta- 
bellen benutze ich die gleichen Zeichen fiir den Grad der Gerinnung 
wie Zak’). 

Ich gebe aus einer gréBeren Reihe gleichmaBig angestellter Ver- 
suchsserien ein Beispiel wieder; die Resultate waren iiberall die gleichen. 


a) Lipoidzusatz, Pferdeplasma. 




















Zeit nach dem CaCl,-Zusatz 
3” | 35’ | 40° | 45’ | 50° | 60’ 
2 com Plasma + 0,05 Lipoid] O | O | @ | + | vg pet 
2 » +010 » |@/ +) +] + ttt 
2 » n +015 » a. + | a a+ i++ 4.4. 
2» » +0,20 » aie od ad ee ee 
2 » ” + 0,20 NaCl O | O O | -~ te j++ 


1) © bedeutet keine Gerinnung. P bedeutet Spuren von Ge- 
rinnseln. + bedeutet Gelatindswerden und Klumpenbildung. +--+ be- 
deutet totale Gerinnung, Umkehrbarkeit des Glases. 
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b) Thrombokinasezusatz, Pferdeplasma. 
Proteins. ) 





Zeit as dems CaCl, ‘Sebati 
1” | 18 | 14 | 15° | 55 








| 
] 
2cem Plasma + 0,05 Tromb. Gh dete ce) py 








O 
25 » +4010 » | @] +) + |+4+{/+4) 
25 » +015 » | O | + ++/4+4+/++ 
2» » +02 » | @ | + |4++/+4+\/++4+| 
3.» » +0,20 NaCl 010101040 i++ 


Zur Kontrolle wurden ferner 2 com Plasma ohne jeden Zusatz in 
den Brutschrank gestellt, die Gerinnung erfolgte 45 Minuten nach dem 
Hinzufiigen des CaCl.,. 

Dieser Versuch lehrt, daB die Lipoide eine geringe Be- 
schleunigung der Gerinnung herbeizufiihren vermégen; vergleicht 
man diese jedoch mit der durch die Thrombokinase erzielten, 
so steht sie in ihrer Intensitét weit hinter dieser zuriick. 
Noch deutlicher tritt dies hervor, wenn man die beiden folgen- 
den Tabellen betrachtet, deren Resultate unter den gleichen 
Versuchsbedingungen mit Rinderoxalatplasma erhalten wurden. 


a) wae Sweet tens Rinderplasma. 









































Zeit nach dem CaCl,- Sunita 
yn y | 17 | 18 | 1% | 2m | 26 
2 com Plasma -+- 0,05 Lipoid ® XO | B | + j/++ 
25 » +010» +] + |++/++ 
> 9 $606 = | +] + j++) t+ ++ 
25 » +02 » | + |++/++/++/++ 
25 » +020NC1 | DO] BP] + i++] + i++ 
b) Thrombokinasezusatz, Rinderplasma. 
(Rinderleber.) 
b Zeit nach dem CaCl,-Zusatz 
aa y iver) 9 ie |.2| 
2 com Plasma +- 0,05 Thromb.}| © | O | se) ++ 
2» « +4010 » |O | O | + [++ 
2» ” + 0,15 ” O | ae) 4. i++ ae 
22 » +09 + | @ | - ++/++/++ 
2» » +0,20Nacl | © O01010/4++ 











Rinderplasma ohne jeden Zusatz war in diesem Falle nach 20 Mi- 
nuten geronnen. 
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Wir sehen also beim Rinderplasma in noch viel ausge- 
sprochenerem Grade, als es schon beim Pferdeplasma der Fall 
war, daB die Wirkungen der Trombokinase (Gewebssifte) und 
der Lipoide auch nicht im entferntesten miteinander verglichen 
werden kénnen. Wahrend bei Zusatz von Thrombokinase die 
Gerinnung schon in 1 Min. 30 Sek. nach dem Ca-Zusatz erfolgt, 
bedarf sie bei Zusatz von Lipoiden 15 Minuten und verlauft 
nur unwesentlich rascher, als ohne jeden Lipoidzusatz. 

Diese enormen quantitativen Differenzen miissen schon den 
Gedanken erwecken, daB der SchluB auf die Identitaét der Trom- 
bokinase mit den Lipoiden verfriiht erscheint, und das um so 
mehr, als in den Gewebssaéften, trotz ihrer vielfach starkeren 
Wirksamkeit, sicher viel weniger Lipoide enthalten sind als in 
der Lipoidemulsion. 

Auch eine andere Tatsache ist in diesen Versuchen be- 
merkenswert. Wie Loeb*) gezeigt hat, sind die wirksamen 
Stoffe der Gewebssafte in recht ausgesprochenem MaBe artspe- 
zifisch. Nun hatten wir die Lipoide durchweg aus Rinderhirn, 
die Thrombokinase aber aus Pferde- oder Rinderlebern dar- 
gestellt; diese Extrakte wurden mit Pferde- resp. Rinderplasma 
kombiniert. Man sollte nun denken, da8 die aus Rinderhirn 
gewonnenen Lipoide gerade mit Rinderplasma besonders wirk- 
sam reagieren wiirden, da sie doch mit der Thrombokinase 
identisch, also artspezifisch sein sollen. Aber das ist nicht der 
Fall, vielmehr treten die Differenzen der Wirksamkeit zwischen 
Lipoiden und Thrombokinase in den Versuchen mit Rinder- 
plasma noch viel deutlicher hervor, als in denen mit Pferde- 
plasma. 

Auch das ist nicht geeignet, jene von Zak und Bordet 
und Delange verfochtene Identitaét zu stiitzen. 


II. Versuche mit Plasma, das durch Extraktion mit Petrol- 
iither lipoidarm gemacht ist (Zak). 

Ich folge in dieser Versuchsreihe der von Zak vorge- 
schlagenen Methodik. Unterwirft man Oxalatplasma vom Pferde 
einer 12 bis 2Qstiindigen, vorsichtig vorgenommenen Extrak- 
tion mit Petrolither, so erhalt man ein Plasma, das sich auBer- 
lich von Normalem nur durch sein triibes Aussehen unter- 


a 1) Loeb, Biochem. Centralbl. 1907. 
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scheidet. Eine Bildung von Gerinnseln la8t sich, wenn man 
vorsichtig zu Werke geht, vermeiden. Ein solches Plasma ge- 
rinnt selbst in 24 bis 48 Stunden nicht, und zwar weder im 
Eis- noch im Brutschrank, auch nicht auf Zusatz von Chlor- 
calcium. Fiigt man jedoch zu einem derartig behandelten 
Plasma Lipoidemulsion hinzu, so tritt je nach den gewahlten 
Mengenverhiltnissen die Gerinnung nach 2 bis 6 Stunden ein. 

Setzt man z. B. zu 2 ccm Plasma, das 20 Stunden extrahiert 
wurde, 0,20 ccm einer 2°/,igen Lipoidaufschwemmung, so ist 
die Gerinnung nach 3 Stunden 30 Minuten vollstandig eingetreten; 
auch hier nach dem Moment des CaCl,-Zusatzes gerechnet. 

In diesen vielfach variierten und haufig ausgefiihrten Ver- 
suchen sehe ich eine Bestatigung der tatsaichlichen Befunde 
von Zak. Da nur Lipoidzusatz, nicht aber Thrombokinase und 
CaCl, das Plasma zur Gerinnung bringen kénnen, so erscheint 
die Ansicht wohl begriindet, daB die Lipoidarmut des Plasmas 
ungiinstige Bedingungen fiir den Ablauf der Gerinnung abgibt. 
Aber daraus darf man noch nicht schlieBen, daB die Lipoide nun 
fiir die Entstehung des Thrombins maBgebende Bedeutung haben. 

Es zeigt sich nimlich, daB das lipoidarme Plasma auch 
auf Zusatz von frischem Blutserum, in dem also fertiges Throm- 
bin enthalten ist, nicht gerinnt. Jedenfalls konnte ich in 5 Ver- 
suchsreihen mit variierten Mengen Serum und lipoidarmen Plasma 
niemals Gerinnung erzielen, selbst nicht bei langerem Aufent- 
halt im Brutschrank. 

Diese Versuche scheinen mir zu zeigen, dab die Bedingungen 
im lipoidarmen Plasma offenbar sehr komplizierter Natur sind, 
da auch das fertige Thrombin des Serums nicht imstande ist, 
Gerinnung auszulésen, obwohl das Serum natiirlich eine gewisse 
Menge von Lipoiden enthilt. Soviel aber scheint mir sicher: 
trotz voller Bestatigung der tatsichlichen Befunde von Zak 
beziiglich der Gerinnbarkeit des lipoidarmen Plasmas kann man 
aus diesen Tatsachen einstweilen noch nicht den SchluB ziehen, 
da8B die Lipoide zur Entstehung des Thrombins erforderlich sind. 

Gerade die von mir mit Thrombin und Plasma ausgefiihrten 
Versuche lassen noch an manche andere Erklérungsméglichkeiten 
denken. Ich weise nur auf die Méglichkeit von Anderungen 
physikalischer Faktoren hin, an die bei einem so komplizierten 
Gemenge, wie es das Plasma ist, entschieden gedacht werden muB. 
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Es sei hier auch daran erinnert, daB man z. B. die sicher 
sehr lipoidarme, nach Hammarsten') gewonnene Fibrinogen- 
lésung mit Schmidtschem Thrombin, das nach seiner ganzen 
Herstellungsart als nahezu lipoidfrei anzusehen ist, in ausge- 
zeichneter Weise zur Gerinnung bringen kann. Auch diese 
Tatsache mu8 uns bei allen Erklarungsversuchen des von Zak 
festgestellten Phanomens zur Vorsicht mahnen. 


III. Versuche mit Kombinationen von Serum und Lipoiden 
(Bordet und Delange). 


Wie schon angedeutet, stellen sich Bordet und Delange 
beziiglich der Wirkungsweise der Thrombokinase auf denselben 
Standpunkt wie Zak. Der Unterschied ihrer Versuche gegen 
die soeben besprochenen liegt darin, daB Bordet und Delange 
nicht vom Plasma ausgehen, sondern Serum und eine Fibrinogen- 
lésung ihren Untersuchungen zugrunde legen. Dies Vorgehen 
erméglichte den beiden Forschern eine speziellere theoretische 
Begriindung ihrer Auffassung iiber die Thrombokinase. 

Leider stand mir nur die kurze Mitteilung der Autoren im 
Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. zur Verfiigung. Bordet 
und Delange meinen, da8 wisserige Lipoidaufschwemmungen 
in sehr geringen Quantitaéten imstande sind, groBe Mengen von 
Fibrinferment bei Anwesenheit von Serum zu erzeugen. Der 
folgende, der genannten Mitteilung entnommene Satz charakte- 
risiert diese Auffassung noch deutlicher: , Unsere Untersuchungen 
beweisen also entschieden, daB eine der unumgianglich not- 
wendigen Vorstufen des Fibrinfermentes, die in vielen Zellen 
entweder des Blutes (Plittchen) oder der Gewebe vorhandenen 
Thrombokinase, die mit dem Plasma- oder Serumthrombogen 
reagiert, eigentlich eine Substanz darstellt, die die Léslichkeits- 
eigenschaften der Lipoide besitzt, deren chemische Zusammen- 
setzung man aber erst genau erkennen kann, wenn man sie im 
reinen Zustande erhalten haben wird.“ 

Begriindet wird diese Anschauung durch die gleich zu be- 
sprechenden Versuche. Verfasser hofft der Versuchsanordnung 
der beiden Autoren gerecht geworden zu sein, wenn er folgender- 
maBen vorging: 


1) Hammarsten, Uber das Fibrinogen I/II. Arch. f. d. ges. Physiol. 
19 und 22. 
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Aus frischem Pferdeoxalatplasma wurde nach der Methode 
von Hammarsten durch Aussalzen mit gesattigter Kochsalz- 
lésung und mehrfaches Lésen und Fallen in destilliertem Wasser 
eine Fibrinogenlésung hergestellt; nach dreimaligem Umfillen 
stellte diese in frischem Zustande eine wasserklare Fliissigkeit 
dar. (Naheres iiber die Technik bei Morawitz'). Der Vor- 
schrift Bordets und Delanges, daB8 man nur mit vollstandig 
von geformten Bestandteilen befreiten Pferdeserum arbeiten 
diirfe, wurde durch sehr langes und scharfes Zentrifugieren 
nachgekommen. 

Meine Versuchsanordnung war folgende: 6 Glaser erhielten 
je 1 ccm Serum, dann die aus den Tabellen ersichtlichen Zu- 
sitze einer 2°/,igen Lipoidemulsion und ferner 6 Tropfen der 
CaCl,-Lésung. Nun wurden je 2 ccm der Fibrinogenlésung 
hinzugefiigt und von diesem Augenblick an der Verlauf der 
Gerinnung beobachtet. Nach Ablauf eines derartigen Versuches 
erfolgte immer sofort der Gegenversuch mit Thrombokinase- 
zusatz. Auch bei diesen Versuchen wurde die Thrombokinase 
immer aus frischer Pferdeleber hergestellt. 

Ich gebe ein Beispiel aus einer gréBeren Reihe: 





a) Versuch mit Lipoidzusatz. 








Minuten nach 2 ccm Fibrinogenzusatz 
oy | 25° | sv | 40 | 47 
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b) Versuch mit Thrombokinasezusatz. 








Minuten nach 2 ccm Fibrinogenzusatz 
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1) Morawitz, Abderhaldens Lehrb. d. biochem. Arbeitsmeth. 5. 
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Auch bei diesen Versuchen wurde immer ein Glaschen, 
das nur mit CaCl, versetztes Serum enthielt, aufgestellt; in 
diesem Falle erfolgte seine Gerinnung 35 Minuten nach der Zu- 
gabe von 2 ccm Fibrinogen. 

Auch hier eriibrigt es sich, weitere derartige Versuchs- 
tabellen mitzuteilen; bei frisch bereiteten Lésungen erhielt ich 
immer ahnliche Werte, bei alterem Material entsprechende Ver- 
schiebungen derselben. 

Diese Versuchsergebnisse stellen insofern eine Bestiatigung 
der Untersuchungen von Bordet und Delange dar, als auch 
sie zeigen, daB die Lipoide einen beschleunigenden Einflu8 auf 
die Gerinnung ausiiben. Vergleicht man diesen jedoch mit dem 
intensiven Effekt der Thrombokinase, so stehen die Lipoide 
auch in diesem Falle weit in ihrer Wirkung hinter der ersteren 
zuriick. Die Gerinnungsbeschleunigung der Serum-Fibrinogen- 
gemische betrigt bei Lipoidzusatz nur etwa 30°/,, bei Zusatz 
von Thrombokinase aber verliuft die Gerinnung beinahe 6mal 
rascher; die Beschleunigung betrigt mithin 600°/,, so daB 
quantitative Vergleiche sehr zuungunsten der Lipoide ausfallen. 
Man kann also auch nach dieser von Bordet und Delange 
eingeschlagenen Untersuchungsmethode ihre Anschauung nicht 
als geniigend motiviert erachten. Worauf jener gerinnungs- 
beschleunigende EinfluB der Lipoide zuriickzufiihren ist, laBt 
sich noch nicht sagen; vielleicht ist er ahnlich zu deuten wie 
die von Nolf so hoch eingeschatzte Wirkung von feinverteilten 
Fremdkérpern auf den Ablauf der Gerinnung. 


IV. Versuche mit genuinem Blut und Zusatz verschiedener 
gerinnungsférdernder Stoffe. (EKigene Versuche.) 


Das Ziel dieser Experimente war einmal die Untersuchung 
des Einflusses von Thrombokinase, Lipoiden und Tierkohle- 
aufschwemmung auf die Gerinnung des genuinen Kaninchen- 
blutes, ferner wurde der EinfluB dieser Substanzen an Pepton- 
und Hirudinblut gepriift. 

Die erste Gruppe wurde auf folgende Weise ausgefiihrt: 
Ich beschickte von 5 Reagensglisern 4 mit den aus der unten- 
stehenden Tabelle ersichtlichen Lésungen. Dann wurde an 
einem mit Urethan narkotisierten Kaninchen die Carotis frei 
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prapariert und in dieselbe eine paraffinierte Kanile eingebunden; 
aus dieser l48t man nun méglichst rasch je 4 ccm Blut in die 
bereitgehaltenen Glaser einlaufen und kontrolliert die Gerinnung 
mit der Stoppuhr. Die folgende Ubersicht gibt die Gerinnungs- 
zeiten des Blutes unter dem EinfluB der verschiedenen Sub- 
stanzen an. 




















Zeit nach der Blutentnahme 
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Die Wirkung der Thrombokinase ist eine enorme, denn 
unter ihrem Einflu8 verlauft die Gerinnung in 25 Sekunden, 
wahrend das mit Lipoidlésung versetzte Blut erst in 8 Minuten 
gerinnt, was eine Beschleunigung gegeniiber dem normalen Blut 
von 3 Minuten bedeutet. Gegeniiber der Kohleaufschwemmung 


und der Ringer-Lésung sind die Lipoide nur um 2 Minuten 
voraus. Dieser evidente Einflu8 der Thrombokinase, die wie 
in den anderen Fallen auch aus arteigenem Gewebe (Kaninchen- 
leber) bereitet wurde, kann nur durch eine besondere Wirkungs- 
weise gedeutet werden. Den Lipoiden kommt hiernach kaum 
eine intensivere Wirkung zu als einer gleichprozentigen Kohle- 
aufschwemmung oder einer gleich groBen Menge Ringer-Lésung. 
Zwei weitere Versuche gaben dasselbe, absolut eindeutige Re- 
sultat. 

Eine interessante Erginzung zu diesen Beobachtungen 
stellen die Versuche mit Peptonblut dar. Das Peptonblut 
wurde in bekannter Weise von einem Hunde gewonnen. 

In dem néher zu schildernden Versuch handelte es sich 
um einen ca. 9 kg schweren Hund, dem 100g einer 3°/, igen 
Witte-Peptonlésung intravenés injiziert wurden. 5 Minuten 
spater erfolgte die Blutentnahme in die vorher mit den ver- 
schiedenen Lésungen beschickten Glaser. Die Versuchsanordnung 
war also genau so wie bei dem Kaninchenversuch; es ergab 
sich folgendes Resultat: 
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Zeit nach der Blutentnahme: 
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Dieses Ergebnis 14Bt wiederum die eigenartige Wirkung 
der Thrombokinase erkennen. Wahrend sie das Blut in 1 Mi- 
nute 15 Sekunden total gerinnen lieB, hatte weder die Lipoid- 
noch die Kohleaufschwemmung irgendeinen EinfluB auf das 
Peptonblut, das selbst nach 14 Stunden noch ungeronnen blieb. 
Aber damit noch nicht genug; setzt man namlich zu diesen 
Glasern, die Peptonblut resp. mit den Lésungen verdiinntes 
Blut enthielten, nach 14 Stunden nur 0,5 ccm der Thrombo- 
kinaselésung zu, so gerinnt der Inhalt auch dann noch nach 
wenigen Minuten, was die folgende Tabelle beweist: 


Fortsetzung des vorigen Versuchs nach 15 Stunden. 








Zeit nach dem Thrombokinasezusatz: 

30” | yy | 2’ | 2°30” | 3’15” 

4ccm Peptonblut. . . . O | & + }++ pers 
O 





+-lccem Ringer-Lésg. . + + ++ 
+1 » Kohle.... O te ++ j),4++ 
+1» Lipid ...] O} O}] + | + J++ 


Diese Versuche mit Peptonblut sind insofern bedeutsam, 
als hier nicht mehr allein quantitative Unterschiede in der 
Wirkung der Lipoide und der frischen Gewebssafte hervortreten, 
sondern auch qualitative; die Thrombokinase wirkt fast augen- 
blicklich, die Lipoide vermégen aber selbst nach 14 Stunden 
im Peptonblut keine Gerinnung zu bewirken. 

Zum Schlusse sei nun noch auf die entsprechenden Ver- 
suche mit Hirudinblut eingegegangen. Auch sie wurden mit 
Hundeblut angesteilt; ich verwandte Blut von einem 9 kg 
schweren Hunde, dem zu einem anderen Zweck 0,1 g Hirudin 
injiziert worden war; das Blut wurde in einem sorgfaltig ge- 
reinigten GefiB aufgefangen. Der einzige Unterschied gegen- 


iiber den vorigen Versuchen bestand also darin, daB das Blut 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 8 
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nicht direkt aus der Arterie in die Gerinnungsgliser verteilt 
wurde. Im ibrigen ist aber die Versuchsanordnung, wie auch 
aus der folgenden Tabelle der Gerinnungszeiten ersichtlich ist, 
die gleiche. 

Versuch mit Hirudinblut. 





Zeit nach der Blutzugabe: 
|130”|2"10"| 30” | 2» | 158 


O}/O/Q9/]/a]o 
-+ lecoem Ringer-Lésg.. .. . O 1 O O 
+1 » Kohle | O 010 
+1 ” Lipoid | O | © | € 
+1 » Thrombokinase . . + |++)4+/+4+/4++ 


Es ergeben sich hier also ahnliche Verhiltnisse, wie sie 
fiir das Peptonblut konstatiert wurden. Die Glaser, die keine 
Thrombokinase enthielten, blieben 15 Stunden und langer 
fliissig; die Auslésung der Gerinnung gelang aber andererseits 
auch durch geringere Mengen von Thrombokinase, wie in dem 
als Beispiel dienenden Versuch. So brachten 0,5 ccm der 
gleichen Thrombokinaselésung 2 ccm Hirudinblut in 2 Minuten 
50 Sekunden zur vollkommenen Gerinnung, wahrend wieder der 
Inhalt der anderen Glaser unverindert blieb. Jedoch war es 
nicht méglich, wie bei den Peptonversuchen, das durch die 
verschiedenen Substanzen unbeeinfluBt gebliebene Blut nach- 
triglich durch Thrombokinase zur Gerinnung zu bringen. Es 
ist ja schon vielfach darauf hingewiesen worden, daB die 
Thrombokinase Hirudinblut oder Hirudinplasma nicht immer 
zur Gerinnung bringen kann. Es kommt da sehr wesentlich 
auf die Menge des Hirudins an. Ist sehr viel Hirudin da, so 
ist auch der Zusatz von Thrombokinase wirkungslos. In unserem 
Falle war die Hirudinmenge so gewahlt, daB die Gewebssifte 
prompte Gerinnung verursachten, wahrend sowohl Lipoide als 
auch die anderen gerinnungsférdernden Stoffe wirkungslos 
blieben. 

Zum Schlusse sei noch der Beeinflussung der Gerinnung 
durch die Tierkohleaufschwemmung gedacht: wahrend sie das 
Kaninchenblut um ein Geringes friiher gerinnen lieB als das 
normale Kontrollblut, hatte die Kohle auf Pepton- und Hirudin- 
blut gar keinen EinfluB. 











2 com Hirudinblut 
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V. Zusammenfassung. 

Die von verschiedenen Autoren, besonders von Zak und 
Bordet und Delange geauBerte Hypothese, die Wirkung der 
Gewebssafte beruhe ausschlieBlich oder auch nur vornehmlich 
auf den in ihnen enthaltenen Lipoiden, kann in diesem Um- 
fange sicher zuriickgewiesen werden, da sich die weitgehendsten 
qualitativen und quantitativen Unterschiede in der Wirkungs- 
weise beider Stoffe zeigen. 

1. Lipoidemulsionen begiinstigen die Gerinnung von Oxalat- 
plasma, aber quantitativ nur sehr unbedeutend und nicht in 
artspezifischer Weise; Gewebssafte wirken viel starker. 

2. Lipoidarmes Plasma gerinnt nur nach Zusatz von Li- 
poiden. Diese Beobachtung von Zak konnte bestatigt werden, 
sie lat aber keinen SchluB anf die Identitat der Thrombo- 
kinase und der Lipoide zu, wie eingehend gezeigt wurde. 

3. Die Angabe von Bordet und Delange, daB Lipoide 
aihnlich wie Gewebssifte im Serum groBe Thrombinmengen 
entwickeln, besteht insofern nicht zu Recht, als die Beschleu- 
nigung der Gerinnung durch Lipoide bei dieser Versuchs- 
anordnung verschwindend gering ist gegeniiber der durch Ge- 
webssifte (Lipoide 30°/,, Gewebssifte 600°/, Beschleunigung). 

4. Die Gerinnungszeit genuinen Kaninchenblutes wird 
durch Gewebssafte enorm, durch Lipoidemulsion unwesentlich be- 
schleunigt. 

5. Pepton- und Hirudinblut kénnen durch Gewebssifte 
sehr rasch zur Gerinnung gebracht werden, wahrend Lipoide 
hier ganz unwirksam sind. 

Hieraus ziehe ich den SchluB, daB die Lipoide 
mit den wirksamen Substanzen nicht identisch sind. 
Ihre Rolle bei der Gerinnung, die ich nicht leugnen will, be- 
darf noch weiterer Aufkléarung. Jedenfalls empfiehlt es 
sich, fiir die wirksamen Stoffe der Gewebssafte den 
Ausdruck Thrombokinase beizubehalten. 





Zur Methode der Verbrennungscalorimetrie und der 
Elementaranalyse mit Hilfe der calorimetrischen Bombe. 
Von 
M. Diakow, St. Petersburg. 

(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen 
Hochschule, Berlin.) 

(Eingegangen am 29. Juli 1913.) 


Die Warmebestimmung im Berthelotschen Verbrennungs- 
calorimeter gehért mit zu den feinsten quantitativen Methoden. 
Es ist bei sorgfaltiger Ausfiihrung der Bestimmung nicht allzu 
schwierig, eine Genauigkeit bis zu 1/o°/9 des ganzen Wertes 
zu erreichen. Angesichts dieser Feinheit der Methode an sich 
ist speziell fiir die Verwendung der Calorimetrie beim Studium 
des tierischen Stoffwechsels ein Fehler erheblich, der bei der 
Bestimmung des zu Salpetersiure, resp. salpetriger Saéure ver- 
brennenden Stickstoffs gemacht wird. Diesen Fehler korrigiert 
man allgemein durch Ermittlung der Aciditét des Spiilwassers 
der Bombe, indem man annimmt, da8 die so nachgewiesene 
Saure ausschlieBlich Salpetersiure sei. Diese Annahme ist richtig, 
solange man aschefreie organische Kérper verbrennt. Soweit 
es sich aber um Nahrungsmittel, Harne oder Kote von Tieren 
handelt, entsteht durch die Mineralstoffe, die in diesen Sub- 
stanzen enthalten sind, ein mehr oder weniger groBer, nicht 
genau abzuschatzender Fehler. Auf diesen Fehler haben schon 
Zuntz, Loewy und Mitarbeiter in ,H6éhenklima und Berg- 
wanderungen“ hingewiesen und haben bei ihren damaligen Be- 
stimmungen der Warmebilanz des menschlichen K6rpers eine 
direkte Methode der Bestimmung der Salpetersiure angewendet. 
Sie bestimmten dieselbe nach dem Verfahren von Jodlbauer 
und fanden dabei, da8 nach Verbrennung von menschlichem 
Harn die Aciditét meist erheblich gréBer ist, als der gebildeten 
Salpeterséure entspricht. Hier ist es hauptsachlich die Schwefel- 
siure, die zum gréBeren Teil praformiert im Harn vorkommt, 
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zum kleineren Teil aus dem sog. neutralen Schwefel entsteht, 
welche die Fehler bedingt. In anderen Fillen, namentlich in 
an Carbonaten reichen Harnen kann die Menge dieser letzteren 
so groB sein, daB sie die ganze Salpetersiure neutralisieren, 
daB also scheinbar iiberhaupt keine Salpetersiurebildung statt- 
gefunden hat. Bei den ungemein mineralstoffreichen Exkrementen 
der groBen Pflanzenfresser spielt dieser Fehler, der anscheincnd 
bisher in der Literatur kaum Beachtung gefunden hat, eine 
besonders wichtige Rolle. Als Beleg gebe ich einige Zahlen 
iiber die im Verbrennungscalorimeter gefundene Aciditét im 
Vergleich zu der von mir nach Jodlbauer bestimmten 
Salpetersaure. 
Tabelle I. 
HNO, - Bestimmungen. 








Gewicht des | . 
verbrannten 
Harns 


7,6765 g | 0,278 g HNO, 0,070 g HNO, 
6,8762 g 0,244g » 0,073 g » 


Durch Titration | 
gefundene Aciditat Nach Jodlbauer 











6,9136 g 0,259 g 
7,1831 g | 0,206 ¢ 


0,077 g n 
0,082 g » 





7,2846 g 0,263 gn» | 0,081 g 
n 


Zur Kontrolle der Genauigkeit der Salpetersiurebestim- 
mungen nach Jodlbauer gebe ich folgende Bestimmungen des 
N in KNO, nach Jodlbauer. 

Nr. 1. KNO, — 0,2229 g = 0,0305 g N. 


Auf 100g ..... 13,68, N 
Theoretisch . . . . 13,80°/, » 
Differenz 0,12°/, N 
Nr. 2. KNO, — 0,1831 g = 0,02475 g N. 
Auf 100 g 13,52°/, N 
Theoretisch . . . . 13,80°/, » 
Differenz 0,28°/, N 
Nr. 3. KNO, — 0,2742 g = 0,0363 g N. 
Auf 100g .... . 18,249, N 
Theoretisch . .. . 13,80°/, » 
Differenz 0,56°/, N 











Man sieht, daB die iibliche Titrierung hier die Salpetersiure 
um das 3 bis 4 fache zu hoch erscheinen laBt. Die hier benutzten 
Harne waren vor dem Eintrocknen méglichst genau mit Salzsiure 
neutralisiert worden. Lackmuspapier diente dabei als Indicator. 
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Die richtige Bestimmung der Salpetersiure hat aber, ab- 
gesehen von den zuweilen recht erheblichen Fehlern in der 
Bestimmung des Warmewertes der aschereichen Substanzen, 
auch noch eine weitere Bedeutung fiir die nachher von mir 
zu besprechende Elementaranalyse in der Bombe. Bei dieser 
Analyse handelt es sich allerdings nur um den Sauerstoffverbrauch 
und die Kohlensaurebildung. Es ist aber die Untersuchung des 
Stickstoffs im Anfangs- und Endgase eine sehr wertvolle Kon- 
trolle der ganzen Methode. Es wird nie méglich sein, bei der 
Elementaranalyse in der Bombe den Stickstoff so genau zu 
bestimmen, wie dies nach der Kjeldahlischen Methode ge- 
schieht. Aber die annahernde Ubereinstimmung des nach der 
Verbrennung in der Bombe gefundenen Stickstoffgehalts der 
Substanzen mit dem nach Kjeldahl direkt ermittelten ist eine 
sehr zuverlissige Kontrolle der Genauigkeit der Elementar- 
analyse. Diese Kontrolle wird natiirlich ganz illusorisch, wenn 
grobe Fehler in der Bestimmung der Salpetersiure gemacht 
werden. Die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs der Substanz 
wird natiirlich auch in dem MaBe falsch, wie man die gebildete 
Salpetersiure unrichtig bestimmt. Der Fehler in der Sauer- 
stoffbestimmung ist sogar 3 mal gréBer als der beim Stickstoff 
gemachte. Auch aus diesem Grunde scheint es notwendig, 
méglichst genau und zugleich bequem die Salpetersiure nach 
der Verbrennung zu bestimmen. Die jedesmalige Ausfiihrung 
einer Analyse nach Jodlbauer bedeutet eine erhebliche Arbeit. 
Ich habe deshalb auf Vorschlag und unter Mitwirkung von 
Professor Zuntz versucht, eine bequeme colorimetrische Methode 
hierfiir auszuarbeiten. Diese Methode beruht auf der bekannten 
Farbenreaktion der Salpetersiure mit Diphenylamin. Die saure 
Flissigkeit wird mit destilliertem Wasser aus der Bombe aus- 
gespiilt und auf ein rundes Volumen von 50 oder 100 ccm auf- 
gefillt. Es wird nun fiir die Salpetersiurebestimmung eine 
Lésung von etwa 5 g Diphenylamin in 11 reiner Schwefelsaure 
bereitgehalten, und ferner eine titrierte 0,001 n-Salpetersaure. 
Man fiillt in zwei kleine in */,,, ccm geteilte Biiretten die 
Normallésung und die zu untersuchende Lésung aus der Bombe. 
Mit der Normallésung wird eine bestimmte Blaufairbung in 
einem Reagensglas, das eine abgemessene Menge der Diphenyl- 
amin-Schwefelsiure enthilt, erzielt und dann in einem zweiten 
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entsprechenden Reagensglas die gleiche Farbung mit Hilfe der 
zu untersuchenden Lésung hergestellt. Aus dem Verhiltnis der 
verbrauchten Lésung zur verbrauchten normalen Salpetersiure 
ergibt sich ohne weiteres die Salpetersiuremenge in der aus 
der Bombe gewonnenen Lésung. Da die Blaufarbung der Lésung 
durch geringe Wassermengen erheblich modifiziert wird, ist es 
wichtig, die Verdiinnung der Bombenlésung so einzurichten, 
daB der Salpetersiuregehalt annaihernd mit der Normallésung 
iibereinstimmt. Kleine Differenzen habe ich durch Zutropfen 
von etwas Wasser zu der weniger verdiinnten Mischung aus- 
geglichen. In einer Anzahl Bestimmungen harmonierte der 
Salpetersiuregehalt, wie er sich aus einer Bestimmung nach 
Jodlbauer ergibt, befriedigend mit dem Ergebnis der colori- 
metrischen Methode. Dennoch kann ich die colorimetrische 
Methode noch nicht empfehlen, weil sich in Kontrollversuchen mit 
verschieden verdiinnten Nitratlésungen grébere Abweichungen 
ergaben, deren Ursache bis jetzt nicht festzustellen war. 


II. 

Die Elementaranalyse in der Bombe ist, soweit es sich 
nur um die Bestimmung des Kohlenstoffs handelt, vielfach im 
Gebrauch. Fiir Stoffwechselversuche ist es aber, wie schon 
Frentzel und Zuntz hervorgehoben haben, von besonderer 
Bedeutung, bei dieser Analyse auch den Sauerstoffverbrauch 
der Substanzen direkt zu bestimmen, weil diese Bestimmung 
einen unmittelbaren Vergleich mit dem im Respirationsversuch 
bestimmten Sauerstoffverbrauch des Tieres erméglicht. Eine 
kurze Beschreibung der Methode, so wie sie in den letzten 
Jahren im tierphysiologischen Institut Anwendung gefunden 
hat, findet sich in der Arbeit von v. d. Heide, Klein und 
Zuntz’). Die Resultate waren im allgemeinen recht befrie- 
digend, aber die Methode erfordert doch ganz besondere Sorg- 
falt, hauptsachlich deshaib, weil die Ermittlung der Gasmenge, 
die nach der Verbrennung in der Bombe vorhanden war, auf 
zwei Wagungen derselben vor und nach der Entleerung der 
Gase beruht. Fiir die Genauigkeit dieser Wagungen ist es 
von entscheidender Bedeutung, daB die aus dem Wasser des 


Calorimeters herausgenommene Bombe absolut trocken und in 


1) Landw. Jahrb. 44, 806. 





120 M. Diakow: 


ihrer Temperatur gut mit der Umgebung ausgeglichen ist. Es 
liegt ferner eine gewisse Gefahr darin, daB mit den Gasen 
Wasserdampf aus der Bombe ausstrémt, dessen Menge nicht 
genau zu berechnen ist, weil das Gas sich wihrend des Aus- 
strémens allmahlich expandiert und man daher aus Volumen 
und Temperatur die Wasserdampfmenge nicht genau berechnen 
kann. AuBerdem besteht die Méglichkeit, daB kleinste Wasser- 
blaschen sich in dem Ableitungsrohr befinden, und indem sie 
durch den Gasstrom herausgefiihrt werden, die Gewichtsbe- 
stimmung des Gases fehlerhaft machen. Alle diese Fehler 
werden ausgeschaltet durch eine Modifikation des Verfahrens, 
mit deren Priifung mich Professor Zuntz betraut hat. Die 
Bombe wird nach der Verbrennung mit einem System zur Ab- 
sorption und Wagung der Kohlensaure des ausstrémenden Gases 
verbunden. Dieses System besteht ganz in der tiblichen Weise 
aus einem nicht zu wagenden kleinen Trockenrohr und einem 
Natrenkalkrohr, dessen einer Schenkel zum Teil mit Chlor- 
calcium gefiiilt ist zur quantitativen Bestimmung der Kohlen- 
siure. Ein drittes, jenseits angebrachtes Chlorcalciumrohr 
sichert vor Zutritt von Wasserdampf aus der Atmosphire. 
Zwischen das AuslaBrohr der Bombe und das erste Trocken- 
rohr wird noch ein enges 7'-Rohr eingeschaltet, das zu einer 
Quecksilberkugel fiihrt, in der man einen gemessenen Teil des 
gesamten Bombengases wihrend des Ausstrémens aufsammelt. 
Diese Probe dient zur gasometrischen Analyse. In ihr wird 
mit Hilfe des (Landw. Jahrb. 44, 807) beschriebenen Apparates 
CO,, O, und N bestimmt. Aus dem CO,-Gehalt dieser Gas- 
probe und der gesamten CO,-Menge, die im Natronkalkrohr 
gewogen ist, ergibt sich einerseits die gesamte Menge der in 
der Bombe befindlichen CO, und andererseits die Menge des 
in ihr befindlichen Gases. “Letztere ist offenbar gleich der ge- 
samten Kohlenséure, multipliziert mit 100 und dividiert durch 
den bei der Gasanalyse gefundenen Prozentgehalt des Bomben- 
gases an Kohlensidure. In gleicher Weise gibt der gasanalytisch 
gefundene Prozentgehalt gn Sauerstoff und Stickstoff die Ge- 
samtmenge dieser beiden Gase im Bombeninhalt. Selbstverstand- 
lich wird die Bombe, nachdem der Druck in ihr bis zu dem der 
Atmosphiare gesunken ist, durch einen Strom CO¢freier Luft aus- 
gespiilt, damit alle CO, im Natronkalk zur Wagung kommt. 
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Entsprechend dem (Landw. Jahrb. 1. c., S. 809) angegebenen 
Gesichtspunkte der Vermeidung von CO,-Absorption im Wasser 
wurde die Bombe nur mit 0,5 g Wasser befeuchtet. Das An- 
fangsgas in der Bombe wird nach wie vor auf der Wage be- 
stimmt, indem man die Bombe vor und nach dem Einlassen 
des komprimierten Sauerstoffs mit einer Genauigkeit von etwa 
5 mg wiegt. Vor dem Zuschrauben der Bombe und dem Ein- 
lassen des zu wiegenden Sauerstoffs hat man Temperatur und 
Barometerstand abgelesen, aus denen sich zusammen mit dem be- 
kannten Volumeninhalt der Bombe die Menge atmospharischer 
Luft ergibt, die sich anfangs in ihr befand. Die Differenz 
zwischen Anfangsgas und Endgas ergibt die Menge verbrauchten 
Sauerstoffs, gebildeter Kohlenséiure und aus dem Stickstoff der 
verbrannten Substanz frei gewordenen Stickstoffs. Letzterem 
ist dann die Stickstoffmenge, die als Salpetersiure gebunden 
worden ist, hinzuzurechnen. Die in der Salpeterséure enthaltene 
Sauerstoffmenge ist von dem gefundenen Sauerstoffverbrauch 
zu subtrahieren, ebenso wie die kleine O,-Menge, die durch 
den verbrennenden Eisendraht verbraucht worden ist. Bei 
den hier vorliegenden Versuchen wurde an Stelle des Eisen- 
drahts Nickelindraht verwendet, an dem die perforierte Pastille 
aufgehangt war. Der Draht schmolz im Innern der Pastille ohne 
meBbare Erhéhung der Temperatur des Calorimeters. Die Berech- 
nung wird wohl am besten durch ein Versuchsprotokoll illustriert. 


Tabelle II. 
Roggenschrot. Substanz 1,2216 g. Barometer 763,5 mm. 
Temperatur 19°. 
co, 0, N 
Luft in der Bombe . . 0,16 mg 75,49 mg 250,50 mg 
Eingef. Sauerstoff 8,48 g 3,39 » 8268,85 » 207,76 » 
Anfangsgas. . . . 3,55 mg 8344,34 mg 458,26 mg 
Endgas 1748,71 » 7071,07 » 476,92 » 


Differenz . . + 1745,16 mg — 1273,27 mg + 18,66 mg 
Proolg . . +1428,60 » — 1042,30 » + 15,30 » 
Korrektur fiir HNO,-Bildung . . . —13,33 » in HNO, + 3,88 » 


— 1028,97 mg + 19,18 mg 
CO,-Menge im Natronkalkrohr 1664,40 mg 
- - in 300 com Gas . 8431 » 
1748,71 mg. 


Auf 100 mg Endgas 18,81 mg CO, 
” z ” ” 1748,71 ” 


x = 9296,70 mg Endgas. 
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Endgasanalyse: 
Mittelwert 
CO,. . . 14,31—14,31 14,31°/, vom Volumen = 18,81°/, vom Gewicht 
N ... 6,10— 6,11 6,119, » - = §,18°, » - 
Gy Ssh wee 79,58, » . = 76,069, » - 


Zur Erlauterung der etwaigen FehlergréBe gebe ich noch in 
Tab. IIT eine Anzah! Doppelbestimmungen, aus denen fiir die Stoff- 
wechselbilanz das Mittel genommen wurde. Weitere Kontrollen, 
die sich allerdings auf die altere Methode der direkten Wagung 
der Endgase beziehen, haben die Herrn Dr. von der Heide 
und Tierarzt Klein in groBer Zahl durch Verbrennen reiner 
Substanzen von bekannter Zusammensetzung ausgefiihrt. Auch 
diese Versuche ergaben befriedigende Resultate’). 

Zu Tabelle III ist noch zu bemerken, daB der in der 
letzten Kolumne angegebene Fehler der Stickstoffbestimmung 
beim Harn um den beim Eintrocknen als NH, entwichenen 
Stickstoff zu verkleinern ist. Der Verlust war durchschnittlich 
1 mg N pro 1 g Harn. 


1) Erst nach der Abreise von Dr. Diakow wurde meine Aufmerk- 
samkeit durch Dr. Higgins darauf gelenkt, daB der ,,Stickstoff‘ in dem 
von uns benutzten, aus fliissiger Luft hergestellten Sauerstoff zu einem 
groBen Teile Argon ist, weil dessen Siedepunkt nur um etwa 3° nie- 
driger liegt als der des Sauerstoffs, wahrend Stickstoff 12,5° niedriger 
siedet. Infolgedessen verschieben sich die Gewichtsprozente der Bestand- 
teile des Bombensauerstoffs, wie auch die des Anfangs- und Endgases. 
Ich habe zur Kontrolle die in Tabelle II als Muster gegebene Analyse 
von Roggenschrot umgerechnet unter der Annahme, daB der ,,Stickstoff“ 
in dem benutzten verdichteten Sauerstoff zu 76°/, Argon (1 1 = 1,781 g) 
und nur zu 24°/, wirklicher Stickstoff (1 1— 1,251 g) gewesen sei. 

Das aus Luft- und Sauerstoff gemischte Anfangsgas hatte dann 


enthalten: 
statt 458,26 mg N . . 226 mg Argon und 300 mg N 
das Endgas ” 476,92 n n. . 226 » n ” 316 » » 


Zunahme statt 18,66 mg N 16 mg N 





Der in Tabelle III nachgewiesene Fehler wire also in diesem Falle 
etwas kleiner geworden. Die Korrektur ist aber ganz unbedeutend. Die 
wesentlichen Daten CO, und O, andern sich bei der modifizierten Be- 
rechnung fast gar nicht. Der Argongehalt kann also bei diesen Be- 
stimmungen auBer acht gelassen werden. Eine gréBere Bedeutung hat 
er bei der Verwendung des verdichteten Sauerstoffs im Respirations- 
versuch, wo duBersten Falles, wenn 2 Vol.-°/, Argon an Stelle von eben- 
soviel Stickstoff vorhanden wiren, auf 1000 1 ein Fehler von 10,6 g = 
7,41 Sauerstoff begangen wiirde. Zuntz. 
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Beitrag zur Kenntnis des Stoffwechsels in der 
Schwangerschaft und der Lactation. 


von 


Ludwig Dienes (Budapest). 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen 
Hochschule, Berlin.) 


(Hingegangen am 29. Juli 1913.) 


Trotz mancher seit einer Reihe von Jahren ausgefiihrten 
Untersuchungen ist der Stoff- und Energieumsatz wahrend der 
Schwangerschaft und mehr noch in der Lactationsperiode noch 
sehr unvollkommen bekannt. Was bis jetzt von Tatsachen 
vorliegt, wurde von Dr. L. Zuntz im Erganzungsband von 
Oppenheimers Handbuch der Biochemie 1913 zusammen- 
gefaBt, und méchte ich, um unniitze Wiederholungen zu ver- 


meiden, hier auf diese Zusammenstellung verweisen. 

Meine eigenen Versuche sind an einer Hiindin ausgefiihrt 
und umfassen die Zeit vom 23. Schwangerschaftstage bis zur 
Geburt und weiterhin die Lactationsperiode und den nach Be- 
endigung der Lactation sich entwickelnden Zustand geschlecht- 
licher Indifferenz. Die Versuche wurden teils am _ tracheo- 
tomierten Tiere in Form kurz dauernder Atmungsversuche im 
niichternen Zustande angestellt, teils wurde der 24stiindige 
Stoffumsatz in dem kleineren, im hiesigen Institut befindlichen 
Respirationsapparat nach dem Prinzip von Regnault und 
Reiset studiert. Die Untersuchungen der letzteren Art wurden 
zum Teil an der séugenden Mutter, die sich mit ihren Jungen 
zusammen im Respirationskasten befand, ausgefiihrt, zum an- 
deren Teil in kiirzeren Zeitperioden von etwas iiber 4 Stunden 
an der Mutter fiir sich und an den Jungen allein. Nachdem 
die Lactation nach Entfernung der Jungen unterbrochen war, 
folgten dann noch zwei annahernd 24stiindige Respirations- 
versuche an der Mutter und eine Anzahl Versuche an der letz- 
teren bei direkter Trachealatmung in niichternem Zustande. 
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Da die Versuche im Regnault-Reiset-Apparat in etwas 
anderer Weise ausgefiihrt wurden als die bisher in dem gleichen 
Apparat angestellten Untersuchungen von Oppenheimer, 
Mohr u. a., erlaube ich mir, die Art der Ausfiihrung des Ver- 
suchs durch genauere Beschreibung eines derselben zu schildern. 
Die neuere Anordnung des Apparates gewahrt der alteren gegen- 
iiber einen wichtigen Vorteil fiir das Wohlbefinden des Tieres 
dadurch, daB es méglich ist, den Feuchtigkeitsgehalt der Luft 
im Respirationskasten erheblich unter dem Sattigungswert zu 
halten. Dies gelingt dadurch, da8 die Kalilauge, in der die 
Absorption der Kohlenséure stattfindet, auf bedeutend nie- 
drigerer Temperatur erhalten wird als der Respirationskasten 
selbst. Natiirlich ist es unter diesen Umstainden ndétig, die 
Wasserdampfspannung in der Respirationskammer zu bestimmen 
und in Rechnung zu stellen. Zu diesem Behufe befindet sich 
in der Respirationskammer neben dem darin angebrachten 
Thermometer ein Haarhygrometer, das von auBen abgelesen 
werden kann. Um méglichst rein den Erhaltungsumsatz des 
Tieres zu bestimmen, wurde die Temperatur des Respirations- 
kastens nach dem Vorgang von Rubner ziemlich hoch ge- 
halten. Es zeigte sich aber sehr bald bei den Versuchen, daB 
die von Rubner empfohlene Temperatur von 30° fiir unsere 
Versuchstiere nicht nur wahrend der Schwangerschaft und Lac- 
tation, sondern auch im indifferenten Stadium viel zu hoch 
war. Sobald die Temperatur im Respirationskasten beim séu- 
genden Tier 26°, beim indifferenten 24° iiberstieg, begann das 
Tier zu hacheln, ein Zeichen, daB die physikalische Warme- 
regulation notwendig wurde. Nach diesen Erfahrungen wurde 
in jedem Falle die Temperatur im Kasten so geregelt, daB das 
Tier gerade ruhig, ohne abnorm hohe Frequenz atmete. Bei 
den einzelnen Versuchen ist die so zustande gekommene mitt- 
lere Temperatur des Kastens angegeben. Die Einzelheiten 
werden sich aus der folgenden Beschreibung des Versuches 
vom 8. III. ergeben, 


Versuch vom 8. III. 1913. 

Das Tier wurde nach reichlicher Fleischfiitterung und Saugung der 
Jungen um 11 Uhr 20 Min. vormittags in den Apparat gebracht und dieser 
alsbald geschlossen. Das umgebende Wasser wurde bis iiber den Deckel 
aufgefiillt, die Anfangstemperatur des Wassers war 26,5°, die im Innern 
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des Kastens 26,4°. Es wurde nun zunachst aus einer Bombe ein Strom 
Sauerstoff durch den Apparat geleitet, um den Gehalt an diesem Gase 
so weit zu erhéhen, da8 bis zum Schlu8 ein wenigstens normaler Sauer- 
stoffgehalt erwartet werden konnte. In den Laugenbehalter waren vor- 
her 21 Kalilauge von ca. 30°/, verbracht worden. Diese Lauge wird 
jetzt nicht mehr wie friher durch eine Pumpe angesogen und in dem 
Behalter verspritzt, vielmebr durch ein paar an einer horizontalen Achse 
angebrachte Fliigel zerstéubt. Die Achse, an der diese Fliigel sitzen, 
wird von derjenigen bewegt, die die Windfliigel zur Erhaltung der Luft- 
zirkulation tragt. Die Ubertragung liegt im Innern des Laugenbehilters, 
so daB jede Undichtigkeit ausgeschlossen ist. Einer solchen wird auBer- 
dem noch dadurch vorgebeugt, daB die ganze Einrichtung fiir die Ab- 
sorption der Kohlensiéure in einem groBen Wasserbehilter, dessen Tem- 
peratur durch standig durchflieBendes kaltes Wasser, wenn ndétig durch 
Eisstiicke, niedrig gehalten wird, sich befindet. Weiterhin ist der Apparat 
jetzt vervollstandigt durch eine Futterschleuse, die die Herren Dr. von 
der Heide und Tierarzt Klein bei vor meinen Versuchen ausgefiihrten 
Untersuchungen an Ferkeln angewendet haben, und welche auch mir 
zur Fiitterung des Hundes zugute kam. 

Nachdem einige Zeit der Sauerstofistrom durch den Kasten unter- 
halten war, wurde dieser, wihrend ein Uberdruck von etwa 15 cm Wasser 
in ihm herrschte, abgeschlossen und nun die Luftzirkulation durch die 
Kalilauge begonnen. Nachdem man sich dann durch mehrere Ablesungen 
von der geniigenden Ausgleichung der Temperatur und Feuchtigkeit in 
den verschiedenen Teilen des Apparates iiberzeugt hatte, fand um 11 Uhr 
34 Min. die Anfangsablesung statt, indem Barometerstand, Kastentempe- 
ratur, Stand des am Kasten angebrachten Manometers abgelesen wurde. 
Das Thermobarometer wurde in meinen Versuchen nicht angewendet. 
Dann wurde die Luftzirkulation auf einen Moment stillgestellt und eine 
Doppelprobe der Kalilauge aus dem Absorptionsapparat zur Analyse 
entnommen, sowie ferner eine gréBere gemessene Probe (1,29 1) der Ka- 
stenluft. Unmittelbar vor dieser Probenahme zeigte das mit Chlorcalcium- 
lésung von 1,36 spez. Gewicht gefiillte Manometer -+- 5,7 ccm == 5,7 mm Hg. 

Ba = 759,2 mm bei 19,2° 
Tim Kasten . . 26,2° 
Hygrometer . . 67°). 


In dem Wasser, das den Absorptionsapparat fiir die Kohlensaure 
umgibt, T = 16°. 
Fiir die Berechnung kommt in Betracht: 
Vol. des Respirationskastens 1971—81 Hund = 189 
Absorptionsapparates 15] —21 Lauge= 13. 


n ” 


Hieraus ergibt sich die mittlere Temperatur der gesamten Luft im 
Apparat zu 


189 >< 26,2 + 18 >< 16,0 


ae 0 
202 = 25,54°. 
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Die Wasserdampfspannung iiber der 30°/,igen Lauge rechnen wir 
bei 16°zu 9,3mm; im Respirationskasten bei 67°/, relativer Feuchtigkeit 
und 26,2°=25,3><0,67—17,0 mm. Also mittlere Wasserdampfspannung 


im ganzen Apparat: 
189 >< 17 + 13><9,31 
202 
Der Gasdruck berechnet sich durch Abzug von 2,48 mm behufs Re- 
duktion des Barometers auf 0° und 16,5 mm fiir die Wasserdampfspan- 
nung auf 740,2mm + 5,7mm Manometerdruck = 745,9mm. Aus diesem 
Druck und der Temperatur von 25,54° ergibt sich das auf 0° und 760 mm 
ie. Fe eee ew 
Die entnommenen 1,291 sind reduziertt . .. . 1,17 1 
also Kasteninhalt zu Beginn 180,12 1 (0°, 760mm). 


Die Analyse ergab im Mittel: 
1,34°/, CO, 20,68°9/,O 77,98°, N. 





= 16,5 mm. 





Der Versuch wurde um 3 Uhr 38 Min. durch Entnahme einer neuen 
Gasprobe beendet. Unmittelbar vorher wurden folgende Messungen ge- 
macht: 

Manometer + 10,0 cm 

Ba 760,2 mm bei 19,5° = 757,7 mm. 

T im Kasten = 22°, Hygrometer = 100°/,. 

T im Laugenbehilter — 16°, entsprechend 9,3 mm Wasserdampf. 


In derselben Weise wie zu Anfang berechnet sich die mittlere Tem- 


peratur der Luft — 21,6°, die mittlere Feuchtigkeit — 19,0 mm, also Gas- 
druck 757,7 — 19,0 = 738,7 mm + 10 mm Uberdruck = 748,7 mm. 

Das Gasvolumen von 202 1, zuziiglich zu Anfang entnommener 261 g 
oder 200 com Lauge = 202,2 1") betragt reduziert = 184,56 1. 

Die Analyse dieser Luft ergab: 


0,849/, CO,  22,449,0 76,729), N. 


Zur Berechnung des wahrend des Versuchs zugefiihrten Sauerstoffs 
dienen folgende Daten: 
Sauerstofigasometer, ganz mit Wasser gefiillt, bei 4° . . . 332,751 
- mit Sauerstoff zu Anfang des Versuchs 
bei 21,8°— 141,40, reduziert auf 4° . .. . . 141,551 
Volumen der Sauverstofis 191,201 





Das Gas war genau auf Atmosphiarendruck eingestellt, das am Gaso- 
meter befindliche Thermobarometer zeigte 106,40 als das Volumen einer 
bei 0° und 760mm 95,25 ccm messenden Gasfiillung. Demnach betragt 
das Volumen des Sauerstoffs: 

191,20 >< 95,25 
a 171,18 1. 
1) Eine weitere Volumenanderung tritt nicht ein, da die Lauge zwar 
durch Wasserabsorption zunimmt, aber das Tier um ebensoviel abnimmt. 
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Die entsprechende Berechnung der Fiillung des Gasometers am 
SchluB des Versuchs ist 139,60 1. Es sind also in den Atembehilter ein- 


gestrémt 31,531 O (0° und 760 mm). 
Dieser Sauerstoff zeigte bei der Analyse folgende Zusammensetzung : 


0,03 °/, CO, 3,29°/, N 96,68°/, O. 
Demnach waren mit den 31,53 1 eingestrémt: 
10cem CO, 1,0371 N 30,481 10 
Der Kasten enthielt am Anfang 2,4141CO, 140,4601N 37,249 10 
Summa 2,4241CO, 141,4971N 67,730 10 
Am Schlu8 1,5501CO, 141,6001N 41,41510 
Differenz — 0,8741 CO, + 0,1031N — 26,31510 


Die Analyse der Kalilauge ergab zu Anfang des Versuchs: 
0,797 g CO, in 100g Lauge. 
Der Titre dieser Lauge, bestimmt mit */,)-Schwefelsiure und Phe- 


nolphthalein unter Kochen, ergab: 
1 g=5,638cem Normalsiure. 


Dieselbe Lauge ergab vor der Einfiillung in den Apparat: 
1 g= 5,742 com Normalsaure. 
Die eingefiillten 21 Lauge wogen 2633g. Es betrug daher die 
Menge der Lauge im Moment der Probenahme zu Beginn des Versuchs: 


5,742 >< 2633 
5,638 881 8s 








hiervon wurden 261 g zur Probe entnommen, so daB 2420 g fiir den Ver- 


such blieben. 
Der Titre der Endlauge war pro 1 g=5,475 ccm Normalsiure. 


Demnach war die Gesamtmenge der Endlauge = ada = 2492 g. 


Die Endlauge lieferte pro 100 g= 2,58 g CO,, also in den 
2492 g = 64,294 g CO, 
In der Anfangslauge waren 24,20 >< 0,797 = 19,287 g CO, 
also von der Lauge aufgenommen = 45,007 g CO, — 22,902 1 CO, 
Der CO,-Vorrat im Kasten hatte abgenommen um 0,874 1 CO, 
Also vom Tiere geliefert 22,028 1 CO, 





Der Sauerstoffverbrauch = 26,315 1, also ist der resp. Quotient 
22,028 
26,315 
Die Wasserdampfausscheidung ergibt sich wie folgt: 
Gewicht der Lauge am Ende 2492 g 
” ” ” ” 2420 g 
Zunahme, . . 72 ¢ 
Hiervon CO, .....:+. 45 g 


= 0,841. 
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Hierzu kommt die Zunahme des Wasserdampfes im Kasten von 
16,5 mm Spannung 
auf 19,0 mm 


= hand == 0,664 1 Wasserdampf 
= 0,54 g Wasser. 

Wahrscheinlich hat sich entsprechend der Zunahme der Dampf- 
spannung eine gréBere Menge Wasser an den Wandungen des Apparates 
und im Fell des Tieres kondensiert, so daB die Zahl 27,5 ein Mini- 
mum ist. 

Der Versuch dauerte 4 Stunden 4 Minuten, so daB der Gaswechsel 
pro Stunde betrug 6470 com O, 5417 cem CQ). 

Das Tiergewicht war 8,00 kg. 

Demnach Gaswechsel pro Kilogramm und Stunde 0,809 | Sauerstoff 
und 0,677 1 Kohlensaure. 

Aus dem Gaswechsel wird die Warmeproduktion des Tieres in der 
Weise berechnet, daB die fehlende genaue Bestimmung des EiweiB- 
umsatzes durch die Annahme ersetzt wird, daB der in der Nahrung ent- 
haltene Stickstoff abziiglich 5°/, fiir Ausscheidung von Kot und von 
ca. 7 g N fiir die in die Milch tibergehende EiweiBmenge der Zersetzung 
anheimgefallen sei. — Der bei dieser Rechnung mégliche Fehler ist un- 
bedeutend, weil der calorische Wert des Sauerstoffes bei EiweiBumsatz 
nur wenig von dem bei Fett und Kohlenhydrat verschieden ist. Ich 
habe gerechnet pro 1 1 O-Verbrauch 


Zunahme 2,5 mm 


bei EiweiBumsatz .... . 4,485 Cal 
Fettverbrennung ... . 4,795 
Kohlenhydratverbrauch . 5,058 


” n 


n n 


In ahnlicher Weise wurden die iibrigen Versuche berechnet 
und lieferten folgende Werte: 


Tabelle I. 








Tiergewicht 


Dauer 
des 
Ver- 
suchs 


Mittlere 
Temp. im 
Resp.- 
Kasten 


Sauer- 
stoffverbr. 
pro Min. 


ccm 


Resp. 
Quot. 


| Warmeprodukt. 
| 

. \pro 1 kg 
pro Min. |, 24Std. 
Cal 


| Cal 
+ 

Mutter 8,0—7,85 ,|. , 
Junge 2,06—2.205h(22" 11,5 
Junge 2,29 | 45 29,5’ 
Mutter8,0 4h 4’ 








25,5 


28,5 
23,1 
23,5 
23,6 


129,8 


34,8 
107,9 
101,38 

90,7 


0,809 


0,856 

0,841 | 
0,770 | 
| 0,798 | 


0,612 


0,167 
0,512 
0,463 
0,413 | 


87,5 


105,0 
92,1 
80,8 
70,3 


8. 
14.—15. 
9.—10. IV. 





n 





8,20—8,30 [23s 26! 


8,45 228 57’ 


n 











Die Ernahrung des Muttertieres war vom 27. II. bis 11. III. 
500 g Fleisch, 50 g Reis und 50g Fett; vom 12. III. bis zum 


Ende des Versuches wurde dieselbe Menge Fleisch und Reis 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 9 
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aber ohne Fett verabreicht, nur waihrend der Respirationstage, 
14. III. und 9.IV., hat das Tier wieder die Fettzulage er- 
halten, so daB die Verdauungsarbeit an diesen Tagen ganz 
identisch mit derjenigen wahrend der Lactation war. Die 
Fiitterung erfolgte an den ganztagigen Respirationsversuchen 
zur Hialfte unmittelbar vor Einsetzung des Tieres in den 
Kasten, zur Hialfte abends gegen 8 Uhr unter Vermittlung 
der Futterschleuse. Am 14. III., 2 Tage nach Entfernung der 
Jungen, enthielten die Brustdriisen noch Milch und waren 
stark geschwollen, am 9. IV. waren die Milchdriisen vollstandig 
zuriickgebildet. 

Aus den Zahlen der Tabelle I ergibt sich, daB im Ver- 
gleich zum Zustande geschlechtlicher Ruhe der Energieverbrauch 
des Tieres wahrend der Lactation erheblich gréBer ist. Gegen- 
iiber 70,3 Cal pro Tag und Kilogramm im Ruhezustande haben 
wir bei annahernd 24stiindigem Aufenthalt des Tieres im Kasten 
mit den Jungen und ganz gleicher Fiitterung 87,5 Cal, also 
einen um 24,6°/, héheren Wert. Der Versuch vom 14. bis 
15. III. stellt gewissermaBen einen Ubergang zwischen dem Zu- 
stand voller Ruhe und dem der Lactation dar, indem er das 
Stadium der Riickbildung der Brustdriisen umfaBt. Hier haben 
wir 80,8 Cal, d. h. 14,99/, mehr als im Zustande der vollen 
geschlechtlichen Ruhe. Besonders interessant sind die kurz 
dauernden Versuche, in denen die Jungen fiir sich und die 
Mutter fiir sich wiahrend der Lactationsperiode untersucht 
wurden, wo hier am 8. III. die Mutter 92,2 Cal pro 1 kg hat, 
wahrend Mutter und Junge zusammen einen niedrigeren Wert 
haben als jede der beiden Gruppen fiir sich. Das erklart sich 
in bezug auf den hohen Wert der Mutter am 8. III. daraus, 
da8 das Tier unmittelbar vor dem Versuch reichlich mit Fleisch 
gefiittert war, daB also die Verdauungsarbeit hier eine gréBere 
Rolle spielte als in dem langen Versuch vom 4. bis 5. III. 

Fiir den Vergleich des Stoffwechsels der Mutter und der 
Jungen ist noch die Reduktion des Verbrauchs auf gleiche 
Oberfliche wertvoll, die wir dadurch erzielen, daB wir den 
Gesamtverbrauch jeder der Gruppen durch das Quadrat der 
dritten Wurzel ihres Gewichts dividieren. Wir begniigen uns 
mit dem so gewonnenen relativen Wert, weil die Meehsche 
Konstante der Tiere nicht bekannt ist. 
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Tabelle II. 
Wirmeproduktion 
Datum Tier ro kg u. 24 Std. 
sit | durch p? 
| Cal ; re 
6. Ili. | Junge | 105,0 181,8 
8. Mutter | 92,1 184,2 
14. Mutter 80,8 163,5 
9. IV. | Mutter 70,8 143,1 


Das interessante Ergebnis vorstehender Berechnung ist, daB 
Mutter und Junge zur Zeit der Lactation gleichen Verbrauch 
fiir die Oberflacheneinheit aufweisen, daB aber nach Beendigung 
der Lactation der Wert fiir die Mutter erheblich zuriickgeht. 

In weiteren Versuchsreihen wurde mit Hilfe der bei dem 
Tiere seit langerer Zeit bestehenden Trachealfistel die Lungen- 
atmung in kiirzeren Zeitperioden untersucht. Eine erste der- 
artige Reihe wurde zwischen dem 23. und 56. Tage der 
Schwangerschaft ausgefiihrt. Die besonders interessante Unter- 
suchung der letzten Schwangerschaftswoche wurde leider durch 
eine bei dem Tiere aufgetretene fieberlose Tracheitis verhindert. 
Infolge von Schleimansammlung wurde die Atmung derart un- 
regelmaBig, daB eine Analyse der Atemluft zwecklos erschien. 
Die Fiitterung wahrend der Schwangerschaft war bis zum 2. II. 
125 g Fleisch, 45 g Glucose und 25g Fett; von da ab bei 
gleicher Fleischmenge 50 g Reis und 30g Fett. Die Respira- 
tionsversuche wurden 22 bis 23 Stunden nach der Fiitterung 
ausgefiihrt, waren also nicht durch Verdauungsarbeit beeinfluBt. 
Die Ergebnisse zeigt Tabelle III. 


Tabelle III. 


Respirationsversuche wahrend der Schwangerschaft. 








| 























Sauer- Warmeproduktion 
Datum |Schwanger-| Tier- stoff- Resp. . | pro kg u. 

schaftstag | gewicht |verbrauch| Quot. pro Min. 24 Std. 
1913 peo Sin. Cal Cal 
16. I. 23 9,14 61,9 0,668 | 0,292 | 45,9 
17. 24 9,12 62,1 0,746 0,293 | 46,3 
21. 28 9,02 57,8 0,752 0,273 43,5 
22. 29 9,09 58,3 0,720 0,274 43,5 
26. 33 9,10 59,4 0,652 0,280 44,2 
29. 36 9,15 60,2 0,680 0,283 44,6 
30. 37 9,20 59,3 0,686 0,276 43,2 
1. II. 39 9,20 58,6 0,704 0,276 43,2 
18. 56 10,07 79,7 0,756 0,387 55,4 





9* 
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Tabelle IV gibt bei der starkeren, der Lactationsperiode 
entsprechenden Fiitterung (s. S. 129 unten) den Verbrauch des 
geschlechtlich ruhenden Tieres ebenfalls 22 bis 23 Stunden nach 


der Fiitterung. 
Tabelle IV. 


Respirationsversuche bei geschlechtlicher Ruhe. 




















S f Warmeproduktion 
Datum Tier- a oom Resp. ro Min pro kg u. 
gewicht | ro Min. | Quot. P 24 Std. 
| . Cal Cal 
3.Iv.| 350 | 60,1 0824 | 0269 | 456 
4. 56,7 0,787 0.254 43,4 
5. 8,35 59,1 | 0,827 0,265 45,6 
7 574 | 0,777 | 0,957 | 444 
8 8,50 59,7 | 0,765 | 0268 | 454 





Aus dem Vergleich der Tabelle III und IV mit Tabelle I 
ergibt sich, daB der Verbrauch im Respirationskasten immer 
ein héherer war, als bei der absoluten Ruhe des durch die Tra- 
chealfistel atmenden Tieres. 

Letztere Versuche zerfallen in zwei Abschnitte. Der erste, 
Tabelle III, umfaBt die Zeit vom 23. Tage der Schwangerschaft 
bis zum 56., d. h. bis zum 8. Tage vor dem Wurf. Zum Ver- 
gleich hierzu dienen die Daten der Tabelle IV, die Tage vom 
3. bis 8. [V. umfassend, nachdem bereits am 12. III. die Jungen 
von der Mutter getrennt waren. Der Vergleich dieser Zahlen 
mit der Tabelle III 14Bt erkennen, daB in der ersten Halfte 
der Schwangerschaft eine Steigerung des Stoffwechsels nicht 
stattfindet. Das ergibt sich ebensowohl aus dem Sauerstoff- 
verbrauch pro Minute wie aus der auf 1 kg K6érpergewicht 
berechneten Warmeproduktion in Calorien. Erst in der letzten 
Schwangerschaftswoche zeigt sich eine erhebliche Steigerung, 
indem der Sauerstoffverbrauch vom Durchschnittswert von ca. 
60 com auf 79,7 anwachst und entsprechend die Wiarmepro- 
duktion von 0,280 auf 0,387 Cal. Wenn man die Energiepro- 
duktion auf 1 kg K6rpergewicht berechnet, nimmt sie sogar 
nach der Mitte der Schwangerschaft etwas ab, um erst in 
der letzten Woche bedeutend zu steigen. Der Vergleich der 
Respirationsversuche am tracheotomierten Tiere mit denen im 
Respirationskasten l4Bt wiederum erkennen, wie gro8 der Ein- 
fluB der kleinen Bewegungen des Tieres auf den gesamten Um- 
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satz ist. Denn wir haben in 24stiindigem Versuch am ge- 
schlechtlich indifferenten Tiere einen Verbrauch von 70,3 Cal 
pro 1 kg und Tag, wahrend im Zustande absoluter Ruhe dieser 
Verbrauch nur 44,8 Cal betriigt. Von dem Mehr von 25,5 Cal 
im 24stiindigen Versuch entfallen etwa 12,9 Cal auf die Ver- 
dauungsarbeit, so daB immer noch ein Plus von 12,6 Cal fir 
die kleinen Bewegungen des Tieres iibrigbleibt. Man wird 
also auch aus diesen Versuchen wieder den SchluB ziehen 
miissen, daB der notwendige Stoffumsatz, der Erhaltungs- 
umsatz“, eines Organismus sich viel genauer bei kurzdauernden 
Respirationsversuchen ergibt als in Kastenversuchen von langerer 
Dauer. Auch wenn man nach dem Rat von Rubner die Tem- 
peratur wahlt, bei der die chemische Warmeregulation sicher 
ausgeschaltet ist, spielen die unberechenbaren Muskelbewegungen 
noch eine betrichtliche Rolle. Auffallend erscheinen die sehr 
niedrigen Quotienten in den kurzdauernden Respirationsver- 
suchen wahrend der Schwangerschaft. Zur Erklarung derselben 
mu8 hervorgehoben werden, daB das Tier eine nicht ganz aus- 
reichende Nahrung hatte und infolgedessen gegen SchluB der 
Schwangerschaft auBerst abgemagert war. Es standen ihm da- 
her in den letzten Stunden vor der Nahrungsaufnahme ab- 
solut keine Kohlenhydrate mehr zur Verfiigung. Im Gegenteil 
diirfte es aus Eiwei8 eventuell aus Fett Kohlenhydrate ge- 
bildet haben, wie dies ja in den Versuchen von Lehmann 
und Zuntz und anderen als charakteristisch fiir den Hunger- 
zustand nachgewiesen ist. 

Abgesehen von diesen Ergebnissen méchte ich noch als 
Resultat des Versuches anfiihren, daB erstens die Stoffwechsel- 
steigerung in der letzten Zeit der Schwangerschaft 
eine recht erhebliche ist, zweitens, daB die Lactation 
mit einer verhaltnismaBig geringen Steigerung des 
Stoffumsatzes verbunden ist. 

Ich bemerke noch, daB die meisten Versuche der Tabelle III 
gemeinschaftlich mit Herrn Dr. Freise, Assistent an der Kinder- 
klinik in Leipzig, ausgefiihrt wurden. Sie hatten urspriinglich 
der Lésung einer anderen Aufgabe gegolten. 








Zur Frage der Fixation der Digitaliskérper im tierischen 
Organismus und besonders deren Verhalten zum _ Blut. 


Von 
Ernst Oppenheimer. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 30. Jult 1913.) 


Die Beobachtungen von Brandt’), Scofone*), Yernaux®), 
Cloetta und Fischer‘), daB bei tédlich mit Digitalis ver- 
gifteten Tieren der Giftstoff entweder iberhaupt nicht, weder 
in Organen noch im Blute, oder nur in relativ geringer Menge 
im Herzen und der Leber wiedergefunden wird, veranlaBten 
v. Lhota®), die Frage des Verhaltens der Digitaliskérper im 
Organismus neu aufzuwerfen. In seiner letzten Arbeit*) teilt 
er seine Ergebnisse mit, daB Digitoxin selbst in 10fach letaler 
Dosis, einem Kaninchen intravendés beigebracht, weder chemisch 
noch physiologisch nachzuweisen ist. Er bringt weiterhin den 
experimentellen Beweis dafiir, daB die letale Dosis eine groBere 
sein muB, je weiter die Applikationsstelle vom Herzen ent- 
fernt ist, und daB bei der Verarbeitung der Muskulatur an 
der Extremitat, in die intravenés injiziert wurde, das Gift in 
gréBerer Menge zu finden ist als in anderen K6rperteilen. 
Dieses Ergebnis bringt nun den Gedanken sehr nahe, da8 
Digitoxin, das ja bekanntlich eine sehr schwer lésliche Substanz 


1) Brandt, Forensische Chemie der Digitalis. Dorpat 1869. 

*) Scofone, Toxicité comp. de la digitaline. Genf 1894. 

®) Yernaux, Arch. intern. de Pharmacod. et de Therap. 18, 
117, 1908. 

*) Cloetta und Fischer, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
54, 294, 1906. 

5) Lhotak v. Lhota, Arch. intern. de Pharmacod. et de Therap. 20, 
369, 451 und 22, 61, 1912. 

*) Derselbe, diese Zeitschr. 48, 144, 1913. 
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ist, bei der Injektion, oder wenigstens kurz nachdem es in die 
Blutbahn gelangt ist, zum Teil ausfallt oder eine physikalisch- 
chemische Zustandsanderung erfahrt, die es dem chemischen 
oder physiologischen Nachweis mittels der bis dahin iiblichen 
Methoden entzieht. Der Gedanke liegt um so niher, als v. Lhota 
selbst das schwerlésliche Digitoxin in bezug auf seine Nach- 
weisbarkeit in Gegensatz zu dem leichtléslichen Strophanthin 
stellt. Um diese Frage zu priifen, stellte ich auf Anregung 
von Herrn Professor Straub Untersuchungen an, zunichst 
iiber die Léslichkeitsverhaltnisse des Digitoxins in vitro 
bei verschiedenen Verdiinnungen, ferner iiber die Dialysier- 
fahigket mehrerer Digitaliskérper und iiber ihr Verhalten 
im Blut. 

In erster Linie muBte untersucht werden, wie weit die 
Fahigkeit des Digitoxins reicht, aus seiner alkoholischen Lésung 
in wasserigen Verdiinnungen auszufallen. Als Ausgangslésung 
diente fiir die Verdiinnungsversuche eine 1°/,,ige Digitoxinlésung 
(Merck) in absolutem Alkohol. Es wurden in Reagensglasern 
2, 3, 5, 10, 20 und 50fache Verdiinnungen mit Aqua destillata, 
mit Ringer- oder 0,9°/,iger Kochsalzlésung hergestellt und be- 
obachtet, wann eine Veranderung der Lésung eintritt. Erst 
nach 16 Stunden zeigten sich in der 20fachen Verdiinnung, und 
zwar nur in dieser, sowohl in Ringer wie in Wasser sparliche 
Krystalle in der charakteristischen Form feinster Nadeln. Im 
Laufe der nachsten 12 bis 24 Stunden hatten sie betrichtlich 
an Zahl zugenommen und sich in mehreren strahligen Biischeln 
angeordnet. In dieser Zeit traten auch in der 10 fachen Verdiin- 
nung einzelne Krystalle auf, die sich jedoch bei langerem Stehen 
nicht vermehrten. 

Tabelle I). 








1/,igealk.Digitoxinlés.in| 2facher | Sfacher | 10facher | 20facher | 50facher 
Verdiinnung 


Fallt aus nach Stunden: 10| 16 | 24/36] 10) 16 | 24/36 10|16| 24/3610) 16) 24 | 36 10/16 | 24| 36 








| +\+]—|+ Htt|—|-|- _ 
—f— | — itt +) —| + iti —|— 1-1 - 


si Ie 


n n 0,9°/, NaCl - 
~ » Aqua dest. | —|— 








Verdiinnt mit Ringer. . eet ob 5 —|— +/+ —| + l++l+4] —|—| - 
| 














1) Das Zeichen + bedeutet, daB Krystallisationsprodukte aufgetreten 
sind, das Zeichen —, da8 keine Verinderung an der Filiissigkeit wahr- 
nehmbar war. 




















136 E. Oppenheimer: 


Die Tabelle I la8t die Versuchsresultate iiberblicken. Digi- 
toxin, das in Alkohol relativ leicht, in reinem Wasser fast un- 
léslich ist, bleibt also in wasseriger Verdiinnung des Dispersions- 
mittels, des Alkohols, bis zu einer bestimmten Konzentration 
gelést. In dieser Konzentration, die der 10 bis 20fachen Ver- 
diinnung meiner Versuche entspricht, fallt es zum Teil aus, 
iiber diese hinaus bleibt es jedoch wieder in Lésung. Die ent- 
sprechende Menge der Trockensubstanz in einer der 50fachen 
Verdiinnung entsprechenden Konzentration zu lésen, gelang 
mir nicht. Das ,,gelést bleiben“ scheint also auf Ubersattigungs- 
erscheinungen zu beruhen, die fiir die speziell toxikologischen 
Fragen belanglos sind. Jedenfalls ist die Wahrscheinlichkeit, 
daB Digitoxin im Tierkérper infolge der durch die Kérper- 
fliissigkeiten eintretenden Verdiinnung ausfallt, sehr gering. 


Zur Untersuchung des physikalisch-chemischen Lésungs- 
zustandes der verschiedenen digitalisahnlichen Substanzen wurden 
die leichtléslichen Strophanthin (Béhringer) und Antiarin, die 
schwerléslichen Digitoxin (Merck) und Gitalin (Béringer, Kraft) 
in den von Schleicher und Schiill dargestellten, durch das 
Abderhaldensche Dialysierverfahren bekannten und erprobten 
Dialysierhiilsen gepriift. 3 ccm der 1°/,,igen Lésung kamen in 
die Hiilsen, die ihrerseits in 20 ccm reiner Ringerlésung standen. 
Nach 15 bis 16 Stunden wurde 1 ccm der AuBenfliissigkeit nach 
der Methode von Straub’) einem Froschherzen gegeben. Mit 
allen Substanzen trat die typische Digitaliswirkung auf. Es 
verhielten sich also die verschiedenen Giftlésungen gleichmaBig 
wie echte Lésungen. Es konnte nachgewiesen werden, daB, 
wenn statt einer 1°/,,igen Lésung eine héhere oder niedere 
Konzentration als Dialysierfliissigkeit gewahlt wurde, die 
Diffusionsgeschwindigkeit mit der Konzentration wuchs. Zur 
Kontrolle wurde eine 10°/,,ige Saponinlésung (Saponin albiss. 
puriss. Merck) zur Dialyse angesetzt. Mit der AuBenfliissigkeit 
konnte die charakteristische, dem Digitalisherzstillstand ahnliche 
Wirkung des Saponins nie hervorgerufen werden. 


Digitaliskérper und Blut. 
Zur Frage des Verhaltens der Digitaliskérper im Blut 
wurden Untersuchungen mit Strophanthin, Antiarin, Digitoxin, 
1) W. Straub, diese Zeitschr. 28, 392, 1910. 
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Gitalin, Digitalin puriss. Merck, Digitalinum verum [Kiliani*)] 
und Oleandrin (Béhringer) angestellt. Als Ausgangslésung wurde 
von jedem eine 1°/,,ige Lésung, soweit sie leicht wasserléslich 
sind in reiner Ringerlésung, wenn schwer wasserléslich in Ringer- 
lésung mit Zusatz von 3 bis 5°/,igem Methylalkohol, wenn 
wasserunléslich in 50 bis 75°/,igem Athylalkohol, vorritig ge- 
halten und von Zeit zu Zeit frisch hergestellt. Als Testcbjekte 
dienten ausschlieBlich die Herzen von Rana esculenta, und zwar 
von Tieren mittlerer und méglichst gleicher GréBe. Die Herzen 
wurden nach der bereits erwaihnten Methode von Straub*) 
und seinen Mitarbeitern*) behandelt und mit ihrer Nahrfliissig- 
keit gespeist. Die angewandte Giftlésung wurde stets in 1 ccm 
Flissigkeit gereicht. Dieser Kubikzentimeter bestand immer 
aus neun Teilen reiner Fliissigkeit, die als Giftvehikel gepriift 
werden sollte, und aus einem Teil mit Ringerlésung vorbereiteten, 
d. h. aus der 1°/,,igen Lésung verdiinnten Giftes. Die Mischung 
wurde, mit Ausnahme der Versuche, zu denen es spiter be- 
sonders vermerkt wird, direkt vor Eingabe in die Herzkaniile her- 
gestellt. Die Herztatigkeit wurde in jedem Falle auf einer Kymo- 
graphiontrommel mit gleichzeitiger Zeitschreibung registriert. 

Als Kriterium der Giftwirkung kann, wie schon Trendelen- 
burg‘) bemerkt, die Zeit bis zu der, der Digitalisvergiftung 
eigentiimlichen Arrhythmie, Frequenzhalbierung, oder die Zeit 
bis zum Ventrikelstillstand herangezogen werden. Ich habe 
mich nur der letzteren bedient, nachdem ich mich iiberzeugen 
muBte, daB der Eintritt der Frequenzhalbierung groBen in- 
dividuellen Schwankungen unterliegt, daB der Alternans bei 
verschiedenen Giften, bei verschiedener und gleicher Konzen- 
tration bald plétzlich eintritt, bald sich langsam vorbereitet, 
einmal lange vor dem Stillstand, einmal kurz vorher sich aus- 
bildet und somit kein vergleichbares exaktes MaB bietet®). Ich 


1) Von Herrn Professor Kiliani freundlichst tiberlassen. 

*) Straub, l. ec. 

%) Fiihner in Abderhaldens biochem. Arbeitsmeth. 5, 1. Wien 1911. 

*) Trendelenburg, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 61, 
256, 1909. 

5) Die Ungleichheit ist wohl durch anatomische Ursachen bedingt, 
da die auBerordentlich komplizierte, buchtige, innere Oberflichenent- 
wicklung dieses ja gefaiBlosen Organs jeder ungleichmaBigen Giftver- 
teilung Vorschub leisten muB8. 
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habe ungern auf die Zeit bis zur Rhythmushalbierung als 
Vergleichsmoment verzichtet, da damit ein leicht faBliches 
Kriterium auch zur Priifung und zum Vergleich der Rever- 
sibilitat der Giftwirkung bei Gegenwart verschiedener Gift- 
vehikel vor der absolut letalen Vergiftung verloren ging. 

Als erstes wurde die Toxizitaét jeder Substanz in Ringer- 
lésung gepriift und die minimal letale Dosis festgestellt. Von 
dieser ausgehend wurde statt Ringerlésung unverdiinntes, 
frisches, durch Schlagen defibriniertes Kaninchen- oder Ochsen- 
blut (gelegentlich auch Pferdeblut) benutzt. Durch Vorversuche 
wurde selbstverstindich erst festgestellt, ob die betreffende 
Niahrfliissigkeit die Herztatigkeit an sich beeinflusse. Nur dann 
wurde sie als Giftvehikel benutzt, wenn nach 10 bis 15 Minuten 
kein ungiinstiger EinfluB auf Contraction und Rhythmus er- 
kannt werden konnte. Ich konnte wie Holste*') beobachten, 
daB das Blut das Herz in gutem Funktionszustand erhalt. 
Das Ergebnis dieser Versuche ist, da8 sich ein nur geringer 
Unterschied der Giftwirkung in Ringerlésung und Blut nach- 
weisen lieB. 

Die minimal letale Dosis war im groBen und ganzen bei 
beiden Fliissigkeiten die gleiche. Die Differenzen in den Wir- 
kungsgeschwindigkeiten fallen zum groBen Teil in den Rahmen 
der Schwankungen, die bei physiologischen Versuchsobjekten 
angenommen werden miissen. Tabelle II gibt meine Versuche 
mit Ringer und Blut als Vehikel der Giftsubstanz wieder. 


Tabelle II. 





Zeit 
Versuchs- Stone Menge | Giftvehikel |bis Stillstand 
nummer mg in Minuten 











85a Digitoxin ... | 0,005 Ringer 30 


85b coe] Blut 48 
6 - a 0,010 Ringer 91/, 
67 “ a aie 0,010 Blut 16 
56 Gitalin ... 0,040 Ringer 11*/, 
241 oes 0,040 Blut 18 
1 + oe 0,001 Ringer 124/, 
46 ew 0,001 Ringer 17 
45 —e 0,001 Blut 9 
202 Antiarin... 0,010 Ringer 8 
207 ~ ae 0,010 Blut 7 














1) Holste, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 70, 435, 1912. 
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Diese Versuche stimmen mit den Beobachtungen v. Lhota’s’), 
daB 0,01 mg Digitoxin und Strophanthin in 1 ccm Blut in 
ca. 15 Minuten das Herz zur vollstandigen systolischen Con- 
tractur bringen, und mit der Konstatierung Yernaux’*), der 
mit 0,1 mg Digitalin in 10 ccm Blut einen Stillstand des Frosch- 
herzens erzielte, iiberein. 

Ich ging nun daran, die Toxizitaét der Digitalisstoffe in 
dem Blutkérperchenbrei und dem Serum getrennt zu unter- 
suchen. Die Blutkérperchenversuche muBten jedoch bald auf- 
gegeben werden, da der dickfliissige Brei eine geniigende Selbst- 
spiilung nicht gestattete, so daB keine einwandfreien Resultate 
erzielt werden konnten. Dagegen konnten die Versuche mit 
Serum leicht angestellt werden. Reines, frisches, durch Zentri- 
fugieren gewonnenes Serum hat, wenn es einem Herzen, das 
mit Ringer gespeist war, gegeben wird, keine ungiinstige 
Wirkung’). Es tritt im Gegenteil eine geringe Frequenz- 
beschleunigung ein, die Contractionen werden vollstandiger, die 
Muskulatur verliert in der Diastole vollkommen ihren Tonus, 
der bei nicht geniigend mit Luft durchspiilter Ringerlésung 
auftritt. (Ein Vorgang, der sich durch starkere Eigenbewegung 
des Hebels kundgibt.) Kleine Irregularititen werden prompt 
aufgehoben, und das Herz schlagt in dieser RegelmaBigkeit 
iiber eine Stunde ohne Wechsel der Nahrfliissigkeit weiter. 
Wurde nun das Serum in gleicher Weise wie bei den obigen 
Versuchen mit Ringer und Blut (0,9 ccm Serum -+- 0,1 ccm 
verdiinnte Giftlésung) als Giftvehikel benutzt, so konnte ich 
folgende iiberraschenden Beobachtungen machen: Die mini- 
mal letalen Dosen der wasserunléslichen oder schwerléslichen 
Gifte in Ringer und Blut waren im Serum bis zur 5 und 
6fachen Zeit ginzlich wirkungslos. GréBere Mengen lieBen 
erst in der 3 und 4fachen Zeit, in der sie in Ringer die voll- 
kommene Herzvergiftung bewirkten, Zeichen einer beginnenden 

1) v. Lhota, I. c. 

*) Yernaux, l. c. 

%) Die einzige Voraussetzung fiir die giinstige Wirkung ist, daB das 
Blut vorher nicht himolysiert war, und daB das Serum hamoglobinfrei 
ist. Im anderen Faille kann man regelmaBig am Herzen einen Stillstand 
beobachten, der dem der Kalivergiftung entspricht (Diastole und Reversibi- 


litét), der wohl auch durch die in den Blutkérperchen enthaltenen Kali- 
salze hervorgerufen wird. 
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Vergiftung wahrnehmen. Bevor ich auf diese Beobachtung und 
deren Folge niaher eingehe, seien die Resultate der Versuche 
angefiihrt. 


Tabelle III. 


| | 

, 

Substanz (Menge Gift- 
vehikel 


_ mg 








Besondere 
Bemerkungen 


Zeit bis 

5 Stillstand 

ersuchs- 
dauer 


= 
. V 
Sisi gigi |e 








Digitoxin | 0,005 | Ringer | 
n | 0,005 Serum 
(0,010 | Ringer 


Ohne eine Spur von Wirkung 
do. 
do. 


nr 

- 10,010} Serum | 
- 0,010 | Ringer | 
“ 0,010 | Serum | 
“ 0,010 | Ringer 


0,010 | Serum Nach 32 Minuten Alternans, 


wahrend des ganzen Versuchs 
beibehaiten 


0,020 | Ringer 
0,020 | Serum 
0,020 | Ringer | 
0,020 | Serum | 


0,020 | Ringer 
0,020 | Serum 
0,020 | Ringer 
0,020 | Ringer 
0,020 | Serum 
0,050 | Ringer 
0,050 | Serum 
0,040 | Ringer 
0,040 | Serum 
0,040 | Ringer 
0,040 | Serum 
0,080 | Ringer 
0,080 | Serum 
0,100 | Ringer 
0,100 | Serum 

0,02 | Ringer 


0,02 | Serum 
0,02 | Serum 


0,04 | Ringer 
0,04 | Serum 
0,04 | Serum 
0,08 | Ringer 
0,08 | Serum 
0,10 | Ringer 
0,10 | Serum 
0,10 | Ringer 
0,10 | Serum 
Ringer 


Ohne eine Spur von Wirkung 


$1 $s! 


Nach 50 Minuten Eintritt des 
Alternans 


Nach 26 Minuten Alternans 


Ohne eine Spur von Wirkung 


do. 


PET TISISttitttsi 


Langsame Verkiirzung der 
Systolenhohe 
Obwohl nach 21/, Minuten 
Arrhyth. keine max. Wirkung 


nt 
oun 


Ohne eine maximale Wirkung 
Arrhyth. 21/, Minuten 
Nach 17!/, Min. Arrhyth. 
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Tabelle III (Fortsetzung) 


Substanz |Menge | Gift- 
| vehikel 
| 


|_mg | 


Digitalin | 0,10 | Serum 
(Kiliani) 
- 0,20 | Ringer 
S 0,20 | Serum 
” 0,20 Serum 
Digitalin} 0,40 | Ringer 
(Merck) 


Besondere 
Bemerkungen 


= Versuchs- | 
dauer 


Versuchs- 
Nummer 
Zeit bis 
5 Stillstand 


=, 
B 





a 
~2 
ou 


Serum 15 Minuten Alternans 
Oleandrin| 0,10 | Ringer | 12 
0,10 | Serum | 85 


| 
0,40 
| 

0,20 | Ringer 64/, 
| 


PIL Edis 


0,20 | Serum | 18%/, 
0,20 | Serum | 22 

















Vergleicht man die Vergiftungszeiten bei den in Ringer und 
Serum yegebenen gleichen Giftmengen, so ergibt sich bei allen 
in der Tabelle angefiihrten Substanzen die gleiche Erscheinung: 
Eine gianzlich aufgehobene oder stark verzégerte Gift- 
wirkung im Serum, wenn man die Wirkungszeiten bei der 
Ringer-Giftlésung als ein natiirliches Vergleichsmoment heran- 
ziehen darf. 

Aus der Tabelle geht ferner hervor, daB die Wirkungs- 
zeiten (vom Moment der Einfiihrung bis zum Stillstand) bei 
Serum als Giftvehikel mit steigender Konzentration des 
Giftes zwar rascher fallen als bei Ringerlésung, aber erst 
bei einer relativ hohen Konzentration in beiden Filiissigkeiten 
die gleichen sind. Auf diese Erscheinung wird spiter noch 
zuriickzukommen sein. 

In der Literatur konnte ich keine direkten Angaben iiber 
das Verhalten der Digitalisglykoside zum Serum finden. Nur 
Wernischin’) stellte bei seinen Untersuchungen iiber die 
diastolische Herzwirkung der Digitalisgruppe Versuche mit 
teils verdiinntem, teils unverdiinntem Serum an. Er kommt 
in seiner Zusammenfassung allerdings zu einem entgegen- 
gesetzten Ergebnis. Er sagt: ,Bei Gegenwart von Serum- 


1) Wernischin, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 60, 328, 
1909 und 63, 1910. 
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bestandteilen wirkt schon eine geringere Konzentration von 
Strophanthin und Digitoxin so stark wie eine mehrfach héhere 
Konzentration in einer Salzlésung.“ Zu diesem Resultat ge- 
langt er durch Beobachtungen iiber den Herzstillstand, ob er 
in Systole oder Diastole eintritt. Die Wirkungszeiten laBt 
Wernischin bei seinen SchluBfolgerungen, wenigstens fiir Digi- 
toxin, ganz auBer acht. In seinen Tabellen finden sich jedoch 
diese angegeben und stimmen bei naherer Betrachtung mit 
meinen Resultaten iiberein. Ein Vergleich der Tabellen I und II 
auf 8.334 mit den entsprechenden Tabellen auf 8. 337 und 338 
der Wernischinschen Arbeit vermag das deutlich zu zeigen: 


Digitoxin 0,05 in '/, Kaninchenblut */, Ringer fiihren in 2" 15’ zum Stillstand 
- 0,05 » 0,6°/,iger NaCl-Lésung nn 50 - 


9 0,06 » */, Blut */, 0,7°/,iger NaCl-Lés. » » 1555’ » - 
» 0,06 » 1/, Serum */,0,6°/,iger » » » » 150 » - 
- 0,06 » 1/, Blut */,0,7°/,iger » in n» » 55’ on ” 
” 0,06 ” a Ringer a, 0,6°/,iger n n n ” 1yY n 
” 0,06 ” 0,6 ” i, 0,6°/,iger n ” ” ” 25’ ” ” 
n 0,08 » *, n 5 A Aqua n 9” 37’ » n 
n 0,08 n a/, Serum a P Ringer oe 30’ » n 
n 0,08 » 1, n by ” n 9” 15 » n 


Die Versuche sind mit 50 ccm Durchstrémungsfliissigkeit 
am Williamschen Apparat ausgefiihrt. 

Aus diesen Zahlen spricht eine deutlich protrahierte Wir- 
kung des Digitoxins bei Zusatz von Blut und Serum. Der 
Widerspruch in den Wernischinschen Angaben findet seine 
Erklarung erstens in der Beobachtung, daB der systolische 
Stillstand bei der Gegenwart von Serum tatsichlich begiinstigt 
wird — eine Frage, auf die meine Versuche mir nicht erlauben, 
naher einzugehen —, zweitens aber in den Eigenschaften des 
Strophanthins, mit dem Wernischin die gréBere Anzahl von 
Versuchen gemacht hat. Auch ich habe mit dieser Substanz und 
dem ihm in bezug auf seine Léslichkeit und seine Krystallisa- 
tionsfahigkeit ahnlichen Antiarin experimentiert. Tabelle IV 
gibt diese Versuche wieder. Aus diesen ergibt sich wie bei 
Wernischin, daB8 die Giftwirkung des Strophanthins im Serum 
groBer ist als in Ringer, obwohl diese Férderung bei meiner 
Versuchsanordnung nicht so deutlich hervortritt wie die pro- 
trahierende Eigenschaft des Serums bei den echten Digitalis- 
glykosiden. 
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Tabelle IV. 
ae” ee 
Vers. Substanz Menge | Gift- Stillstand 
Nr. mg vehikel Min 








80 | Strophanthin 0,01 Ringer 6 
79 - 0,01 Serum 61/, 
232 0,01 | Ringer 14 














231 - 0,01 Serum 11 
233 - 0,05 | Ringer 91/, 
235 - 0,05 | Ringer 11*/, 
234 - 0,05 | Serum 8 
78 Antiarin 0,01 Ringer 17 
77 . 0,01 Serum 55 
202 ~ 0,01 Ringer 
208 - 0,01 | Serum 5 


Ein Vergleich der Tabelle III und IV la8t den Unterschied 
im Verhalten der beiden angefiihrten Gruppen von Substanzen 
klar erkennen. Dort eine bedeutende Wirkungshemmung, 
hier eine — wenn auch geringe und ungleichmaBige — be- 
schleunigende Tendenz gegeniiber Ringerlésung. 

In der Literatur ist der allgemeine Unterschied im 
physiologischen Verhalten zwischen den krystallinischen, wasser- 
léslichen und den gréBtenteils amorphen, wasserunléslichen 
Glykosiden mehrfach zutage getreten. Cloetta und Fischer’), 
auch v. Lhota’), finden Digitalisstoffe nach Darreichung groBer 
Dosen bis zu einem gewissen Prozentsatz im Herzen und der 
Leber. Dem widerspricht Clark*) und beweist experimentell 
in vitro und in vivo, daB mit Ausnahme der roten Blutk6rper- 
chen kein Gewebe die Digitalisglykoside ,absorbiere“. Erklart 
wird diese Meinungsverschiedenheit dadurch, daB Clark und 
mit ihm Hatscher‘), auf dessen Ergebnisse Ersterer sich be- 
ruft, mit Strophanthin gearbeitet haben. Auch die Arbeiten 
von Schmiedeberg’), Holste*), Straub’), Griinwald*) und 


1) Cloetta und Fischer, 1. c. 

*) v. Lhota, lL. c. 

8) Clark, Journ. of Pharmacol. and experim. Therapeut. 4, 5, 1913. 

*) Hatcher, Journ. of Physiol. 23, 303, 1908. 

5) Schmiedeberg, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 62, 
305, 1910. 

*) Holste, 1. c. und Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 70, 
439, 1912. 

%) Straub, 1. c. und Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 71, 
139, 1913. 

*) Griinwald, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 68, 231, 1912. 
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Weizsaecker’), die sich mit der Frage der Speicherung der 
Digitalisgifte und mit dem Mechanismus der Giftbindung be- 
schaftigen, fiihren zu dem Ergebnis, daB in der Art und Weise 
der Wirkung zwischen Strophanthin einerseits und Digitalin, 
nebst den zur gleichen Gruppe gehérigen Substanzen anderer- 
seits ein Unterschied bestehen muB. Nach v. Lhota ,ver- 
schwindet“ Digitoxin nach intravenéser Injektion sofort aus 
dem Blute, wahrend sich Strophanthin fast quantitav nach- 
weisen lat. Eine prinzipielle Ungleichheit der sich in den 
Vergiftungssymptomen als gleichartig dokumentierenden Gifte 
der verschiedenen Gruppen muB in bezug auf ihr Verhalten zu 
K6rperfliissigkeiten, in bezug auf ihre Wechselbeziehungen mit 
dem Organismus als erwiesen gelten. Nach dieser Feststellung 
scheint es mir berechtigt, den Wirkungsmechanismus, der bis- 
her stets gemeinsam oder wenigstens unter ein und demselben 
Gesichtspunkt betrachteten Digitalisglykoside getrennt nach- 
zugehen. Eine Forderung, die iibrigens auch schon Weiz- 
saecker aufstellt. 

Gestiitzt darauf, lage es nun nahe, in den Ergebnissen 
meiner Versuche eine Erklarung der Beobachtungen von 
v. Lhotas zu suchen. Man ist geneigt anzunehmen, daB die 
Unnachweisbarkeit des einmal in den Tierkérper gelangten 
Digitoxins auf dem gleichen oder wenigstens ahnlichen Vor- 
gang beruht, wie er sich in vitro mit Gift und Serum, wo ein 
»Verschwinden“ oder eine Fixation an Zellen eo ipso aus- 
geschlossen ist, abspielt. Der Parallelismus in der Erscheinung: 
Strophanthin in den beiden verschiedenen Versuchsanordnungen 
nachweisbar, Digitoxin nicht, spriche dafiir. Diese Annahme 
hieBe das Serum oder die K6rperfliissigkeiten der Versuchstiere 
v. Lhotas allein fiir das ,Verschwinden“ bzw. fiir die Un- 
nachweisbarkeit des Digitoxins verantwortlich machen. Aber 
die Tatsache spricht schon dagegen, daB die im Serum un- 
wirksame Dosis Digitoxin im Blute, das 50 bis 57 Vol.-°/, 
Serum enthalt, Vergiftungserscheinungen hervorruft. Dagegen 
sprechen auch die Versuche v. Lhotas, dem es nicht gelang, 
ein mit letaler Dosis Digitoxin vergiftetes Kaninchen durch 


1) Weizsaecker, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 72, 282 
und 345, 1913. 
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eine kurz nach der Injektion erfolgte gréBere Blutentnahme 
und Infusion frischen Blutes zu retten. 

Soll zwischen v. Lhotas und meinen Beobachtungen ein 
Zusammenhang gefunden werden, so muB in erster Linie der 
Ursache nachgegangen werden, die das dem Serum zugesetzte 
Digitalisgift unauffindbar und wirkungsschwach machen. Als 
Ursache kénnen dabei in Betracht kommen: rein chemische 
Vorginge oder eine physiko-chemische Zustandsinderung. 

Eine totale Anderung, etwa Spaltung usw., des Glykosid- 
molekiils schien a priori ausgeschlossen. Der Gedanke an eine 
chemische Reaktion im Sinne einer Affinitatssattigung liegt 
schon naher. Es muBte an eine Erscheinung gedacht werden 
ahnlich der, wie sie die Entgiftung des hamolysierenden Saponins 
durch Cholesterin darstellt, besonders nachdem Karatlow') 
die Entgiftung glykosidischer Herzgifte durch Cholesterin nach- 
gewiesen hat. Ich muBte, obwohl der Cholesteringehalt des 
Serums ein so verschwindend kleiner ist, um so mehr die 
Cholesterinfrage in Betracht ziehen, als ich feststellen konnte, 
daB das am Froschherzen digitalisartig wirkende Saponin eben- 
falls total durch das Serum entgiftet wird. 0,5 mg Saponin 
bringen in Ringer das Froschherz in weniger als einer halben 
Minute zum systolischen Stillstand. Bei derselben Menge in 
Serum gegeben schligt das Herz unverindert weiter und zeigt 
selbst nach 20 Minuten nicht die geringste Anderung seiner 
Tatigkeit. Eine entsprechende Beobachtung machte vor kurzem 
Lummerzheim?’) unter Riesenfeld. Er fand bei der Bestim- 
mung der Dissoziationskonstante einer Cyclamin-Cholesterinver- 
bindung, daB die Gegenwart von Serum schon allein imstande 
ist, das Cyclamin als Himolytikum zum Teil zu entgiften. 

In Anlehnung an die Methode von Lummerzheim, unter- 
stiitzt durch giitige Ratschlige seitens Herrn Professor Riesen- 
feld, unternahm ich deshalb Versuche mit Ringerlésung, in der 
Cholesterin in betrachtlicher Menge suspendiert war. 0,375 g 
gereinigten Gallencholesterins werden in 25 ccm absoluten Alko- 
hols gelést. Es entspricht dies ungefahr der konzentrierten Lésung 
bei Zimmertemperatur. Von dieser Lésung werden dann kurz vor 


1) Karatlow, diese Zeitschr. 32, 145, 1911. 
*)Lummerzheim, Die hamolytische Wirkung von Cyclamin- 
Cholesterin-Mischungen. Inaug.-Diss. Upsala-Stockholm 1913. 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 10 
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dem Gebrauch 0,5 ccm mit einer sorgfiltig gereinigten Spritze 
in 25 ccm Ringerlésung rasch eingespritzt. Die Ringerlésung 
erhilt dabei sofort ein milchigtriibes Aussehen, ohne da8 eine 
grobe Ausflockung stattfindet. Nichtsdestoweniger wurde diese 
Suspension filtriert. Von einem mehrstiindigen Aufenthalt der 
Suspension in der Wairme, wie es Lummerzheim vorschreibt, 
sah ich ab, da es bei meinen mehr qualitativen und kiirzeren 
Versuchen nicht auf eine lingere Haltbarkeit der Suspension 
ankam. Der ungiinstige Einflu8 dieser Ringer-Cholesterinlésung 
in ihrer Eigenschaft als Niahrfliissigkeit war auf die Herztatig- 
keit unerheblich, so daB die Versuche mit ihr als Giftvehikel 
als einwandfreie gelten kénnen. 


Tabelle V. 











_— Zeit bis 
Substanz 8°) Giftvehikel | Stillstand| Bemerkungen 


| | 
mg | Sek. in. 





Digitoxin 0,01 Ringer 9 
- 0,01 Serum _ Nach 82 Min. Alternans keine 


Wirk ‘ 
‘ 0,01 |R-Cholesterin| 12 = or 


Gitalin 0,02 Ringer 61), 
- 0,02 | R.-Cholesterin 5 
~ 0,02 ~ 5 Nach 14 Std. Aufenthalt im 
| Thermostaten 40°. 
- 0,04(!)} Serum — Ohne eine Spur von Wirkung. 
Digitalin (Merck) | 0,40 Ringer 14, 
, 0,40 | R.-Cholesterin 14/, 
” 0,40 ” 34/4 Nach 14 Std. Aufenthalt im 
Thermostaten 40°. 
n 0,40 Serum _ 15 Min. Alternans keine max. 


Wirkung. 
0,10 Ringer 12 
0,10 |R.-Cholesterin| 8 
0,10 Serum | 85 
0,20 Ringer | 6%/, 
0,20 | R.-Cholesterin 61), 
0,20 * 7 Nach 14 Std. Aufenthalt im 


Thermostaten 40°. 
n 0,20 Serum 184/, 
Saponin 0,50 Ringer af, 
~ 0,50 | R.-Cholesterin 1 
” 0,50 - 31/, Nach I me. Auteatinals im 























- 0,50 Serum — 30 | Ohne eine Spur von Wirkung. 


Wie die Tabelle zeigt, ist der EinfluB des Cholesterins 
recht unbedeutend. 

Es war vorauszusagen, daB der geringe Gehalt an Cholesterin 
in normalem Serum nicht die entgiftende Substanz in dieser 





max. 


| im 


kung. 
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Fliissigkeit sein kénne. Die Annahme wird experimentell be- 
statigt. Man kénnte einwenden, da8 das Cholesterin in meiner 
Versuchsanordnung nicht reaktionsfaihig ist. Dies widerlegt am 
deutlichsten das Resultat des Versuchs mit Saponin, das zum 
Teil nach langerem Aufenthalt in der Wirme entgiftet worden 
ist. Die totale Vergiftung ist nach Aufenthalt der Ringer- 
Cholesterin-Saponin-Mischung im Thermostaten um die 6fache 
Zeit hinausgeschoben. Was bedeutet aber diese geringe Ver- 
zogerung gegeniiber der im Serum? Karadtlow hat bei anders- 
artiger Bearbeitung des Giftes mit Cholesterin fast vollstindige 
Entgiftung gesehen. Ich muBte bei meiner Versuchsanordnung 
bleiben, da mir daran lag, méglichst Bedingungen zu schaffen, 
die der auBerst rasch einsetzenden Entgiftung im Serum ent- 
sprochen hatten. Lummerzheim kommt iibrigens auch auf 
Grund mathematisch-chemischer Uberlegungen zu dem ent- 
sprechenden Resultat, daB das Cholesterin des Serums nicht 
die antihimolytische Fiahigkeit bedinge; er meint, daB diese 
auf die Anwesenheit anderer Stoffe zuriickzufiihren sei. 

An andern Stoffen kommen fir unsere Fragestellung das 
EiweiB und die Lipoidsubstanzen in Betracht. Mit beiden 
stellte ich Versuche an. Die Frage, ob das Serumeiwei8 irgend- 
welche Rolle bei dem EntgiftungsprozeB spielt, hatte am besten 
beantwortet werden kénnen, wenn wir eine Methode hatten, 
das Serum so zu enteiweiBen, daB die iibrigen Stoffe in dem 
natiirlichen Zustande erhalten blieben. Eine solche Methode 
konnte ich in der Literatur nicht finden. Versuche, die ich 
mit nach Rona und Michaelis") enteiweiBtem Serum, das 
nicht nur das kolloidale EiweiB, sondern alle kolloid gelésten 
Substanzen verloren hat, anstellen wollte, muBten aufgegeben 
werden, da das Froschherz nach Eingabe dieser Fliissigkeit nach 
3 bis 4 Schligen schon diastolisch stillstand. Eine Erschei- 
nung, die wohl auf der, wie aus der Literatur hervorgeht, ein- 
tretenden partiellen Entsalzung beruht. Daraufhin stellte ich 
eine kiinstliche EiweiBlésung in Ringer her, in der die Herzen 
zufriedenstellend schlugen. HiihnereiweiB wurde iiber Nacht 
gegen flieBendes Wasser dialysiert, im Vakuum auf sein ur- 
spriingliches Volumen gebracht und dann mit dem gleichen 


*) Rona und Michaelis, diese Zeitschr. 7, 227, 1908. 
10* 
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Teil einer Doppel-Ringerlésung versetzt und filtriert. Die Wir- 
kung der Digitalisglykoside in der Ringer-EiweiBlésung geht 
aus Tabelle VI hervor. 

Tabelle VI. 


Vers Menge ’ ; Zeit bis 
Nr P Substanz Giftvehikel | Stillstand 


mg Min. 











218 Gitalin 0,10 Ringer 
216 ~ 0,10 R.-EiweiB 
211 * 0,10 Serum 
178 - 0,08 Ringer 
182 - 0,08 R.-EiweiB 
181 - 0,08 Serum 
186 Oleandrin 0,10 Ringer 
209 0,10 R.-EiweiB 
187 0,10 Serum 
206 0,20 Ringer 
208 0,20 R.-EiweiB 
205 0,20 Serum 
190 i 0,50 Ringer 
185 0,50 R.-EiweiB 
190 0,50 Serum 














wirkungslos) 


Die Resultate sind auBerst uneinheitliche. Bei einigen 
Versuchen ist eine deutliche Verzégerung zu konstatieren, die 
aber nie so groB ist, um mit der Gifthemmung im Serum in 
Beziehung gesetzt werden zu kénnen. 

Zu demselben uneinheitlichen Ergebnis gelangte ich bei 
den Versuchen mit Lecithin. Eine Feststellung, die wohl auch 
dem unklaren Bilde, das wir von den Lipoiden und Lecithinen, 
deren chemischer Zusammensetzung und deren biologischer Be- 
deutung haben, entsprechen diirfte. Die zwar nicht aufgeklarten, 
aber unleugbaren Beziehungen, die die Lipoide zur Hamolyse, 
zu verschiedenen Vorgiingen auf dem Gebiete der serologischen 
Forschung’) haben, vor allem ihre pharmakodynamische Be- 
deutung, die ihnen die Meyer-Overtonsche Narkosetheorie 
beilegt, lieBen es immerhin méglich erscheinen, daB die Lipoide 
des Serums die Inaktivierung der Digitalisglykoside bedingen. 
Erst jiingst zeigt eine Arbeit von Handschmidt’*), daB 
Lecithininjektionen imstande sind, verschiedene Gifte abzu- 


1) Vgl. dazu Landsteiner in Oppenheimers Handb. d. Chem. 
Jena 1909, II, 1. 
*) Handschmidt, diese Zeitschr. 52, 3, 1913. 
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schwachen oder ganz unwirksam zu machen, und die Wirkung 
anderer zu beschleunigen. Da mir dieselben Erscheinungen — 
Hemmung und Beschleunigung — begegnet waren, hielt ich 
es fiir angebracht, auch diese Frage experimentell zu priifen. 
Eine Reihe von Versuchen wurde mit Lecithin puriss. ex ovo Merck 
angestellt, nach der entsprechenden Methode, wie vorher das 
Cholesterin verarbeitet wurde. Die Resultate anzufiihren, kann 
ich mir ersparen. Die Zahlen und damit die Folgerungen 
wiirden das gleiche Bild geben wie die Tabelle mit Ringer- 
Cholesterin und Ringer-EiweiB. 

Die Versuche, die ich zur Aufklarung des Vorgangs, der 
sich zwischen dem Digitalisglykosid und Serum abspielt, an- 
gestellt habe, kommen somit zu einem in keiner Weise be- 
friedigenden AbschluB. Es laBt sich daher aus meinen Ver- 
suchen einstweilen keine endgiiltige Erklarung der Versuche 
v. Lhotas ableiten. 


Einige Versuche, die zwar das negative Ergebnis der vor- 
angegangenen in keiner Weise beriihren, aber immerhin ein 
neues eigenartiges Licht auf die Vorginge im Serum werfen, 


will ich nicht unerwahnt lassen. Es ist bekannt’), daB der ba- 
sische Farbstoff Methylviolett am isolierten Froschherzen die- 
selben Erscheinungen hervorruft, wie die Lésungen der Digi- 
talisgifte, wobei das Herz eine intensiv violette Farbung an- 
nimmt und die Ringer-Lésung, das gewoéhnliche Giftvehikel, 
entfirbt wird. Ich habe feststellen kénnen, daB 0,2 mg Methyl- 
violett, die in Ringer das Herz in 4 Min. zum systolischen 
Stillstand bringen, im Serum erst nach 21 Min. eine vollstandige 
Vergiftung hervorrufen. Die Vergiftung ist in beiden Versuchen 
nur zum Teil reversibel. Ferner beobachtete ich, daB in der 
Herzkaniile eine Lésung Methylviolett 1:100000 in Ringer, 
die ich einem gut schlagenden Herzen gab, nach 40 Min. ver- 
gleichsweise die Farbe einer halb so starken Konzentration 
hatte, nach 4 Stunden so gut wie vollstindig entfirbt war. 
Das Herz war dabei jedesmal entsprechend elektiv dunkler ge- 
farbt. Im Serum verhielt sich die gleiche Konzentration fol- 
gendermaBen: Nach 40 Min. keine Abnahme der Fiarbungs- 


1) Fihner, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 59, 164, 1908. 
— Sluytermann, Zeitschr. f. Biol. 57, 1911. 
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intensitét in der Niahrfliissigkeit bemerkbar; das Herz hat in 
der Systole absolut normale Farbe, in der Diastole wird es in- 
folge der Ventrikelfiillung dunkler. Nach 4 Stunden hat das 
Herz auch in der Systole einen schwach violetten Grundton; 
die dariiber stehende Fliissigkeit in der Kaniile ist um ein 
Geringeres heller als im Anfang des Versuchs, aber bei weitem 
nicht so hell, wie die halb so starke Konzentration. Nach 
16 Stunden — das Herz ist in der Zwischenzeit diastolisch 
stehen geblieben — zeigt das Serum nur noch einen geringen 
violetten Farbenton. 

Das Serum kann also das giftige Methylviolett zuriick- 
halten, dessen Wirkung verzégern. Da wir es mit einem Farb- 
stoff zu tun haben, liegt es wohl am nichsten, bei diesem Vor- 
gang von einer Adsorption zu sprechen’). Die Fahigkeit des 
Serums, das Gift festzuhalten, so daB es nicht zu seiner Wirkung 
kommt, ist aber keine unbegrenzte. Die ,,Adsorption* ist ab- 
solut reversibel. (Im Gegensatz zur Farbung des Herzens.) 
Das Froschherz kann, wenn auch in entsprechend langerer Zeit, 
dem Serum wieder das Gift entreiBen und selbst — wenn der 
Ausdruck statthaft ist — das Methylviolett adsorbieren, wie 
die Entfarbungsversuche zeigen. 

Solche Beobachtungen fiihren mich wieder zu den Erschei- 
nungen zuriick, die ich bei den Betrachtungen des Verhaltens 
des Digitoxins und anderer Kérper zum Serum schon dargelegt 
habe. Ist er hierbei auch nicht erlaubt, einen Adsorptions- 
vorgang wie beim Methylviolett anzunehmen, so mu8 doch die 
Gleichartigkeit der Erscheinung hervorgehoben werden. Wir 
habea weiter oben gesehen, da8 die Giftwirkung durch das 
Serum aufgehoben wird, daB aber die Entgiftung keine voll- 
stiindige ist, daB unser Testobjekt bei geniigend langer Ein- 
wirkung gleichgiiltig, mit welcher Menge Glykosid doch ver- 
giftet wird. Bei sehr kleinen, den in Ringer minimal letalen 
Dosen, ist das praktisch nicht zu zeigen, aber die Erscheinungen 
mit gréBeren Mengen miissen darauf schlieBen lassen. Folgende 
Uberlegung soll dies klar machen: Nehmen wir an, eine ganz 
bestimmte Menge a des Giftes, die groBte, die das Serum fest- 
zuhalten vermag, werde durch das Serum ginzlich auBer Stand 





”) Vgl. Michaelis in Oppenheimers Handb. d. Biochem. Jena 1909, 
m, 3. 
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gesetzt, seine Wirkung zu entfalten; dann miiBte die Menge n 
der oben angenommenen, sagen wir — ohne tiefere Be- 
deutung — gesittigten Menge in der Zeit maximal wirken, 
in der die Menge (n—a) in Ringer es tut. Dem ist aber 
nicht so, wie Tabelle III zeigt, sondern das Serum vermag seine 
hemmende Wirkung auch auf Mengen auszudehnen, die weit 
iiber den Dosen liegen, die fiir diese Fliissigkeit als minimal 
letale gefunden worden sind. Wir miissen also sagen, daB das 
Serum, abgesehen von den relativ sehr hohen Konzentrationen, 
eine unbegrenzte Fahigkeit, das Digitalisgift zeitweise auf irgend- 
eine Weise zu binden, besitzt, daB diese Bindung aber eine 
so lockere ist, daB gewisse Eigenschaften des Herzens sie lang- 
sam zu lésen vermégen. — Damit fallt auch die Méglichkeit 
weg, daB sich der Entgiftungsvorgang als eine Sattigung im 
Sinne einer chemischen Molekiilreaktion darstellt. Wir miiBten 
uns denn eine duBerst starke dissoziierte Bindung der Gift- 
serumstoffe vorstellen, die auf einer leicht umkehrbaren Re- 
aktion beruht. Dies ist aber bei den hochmolekularen, schwer 
reaktionsfaihigen Glykosiden, ferner bei der Tatsache, daB, wie wir 
gerade gesehen haben, die Reaktion nicht bestimmten chemi- 
schen Gesetzen folgen wiirde, unwahrscheinlich. Es liegt am 
nachsten anzunehmen, daB der Vorgang, auf dem die Giftauf- 
nahme durch das Serum beruht, gleichwertig ist dem Mecha- 
nismus, der der Aufnahme des Giftes im Herzen ztgrunde 
liegt. Die Methylviolett-Versuche scheinen mir mit groBer 
Wahbrscheinlichkeit darzutun, daB wir es in beiden Fallen mit 
physiko-chemischen Vorgingen zu tun haben. Die im Serum 
suspendierten Teilchen kénnten bei der enormen Oberflaichen- 
bildung einer kolloidalen Lésung zwischen disperser Phase und 
Dispersionsmittel*) das Glykosid adsorbieren und es den Ober- 
flachen der Zellen im Herzen abgeben, die die gleiche Fahig- 
keit besitzen, bis sich ein Adsorptionsgleichgewicht entwickelt 
hat. Diese Annahme, die sich aus meinen Versuchen andeutungs- 
weise ableiten lieB, sicher zu beweisen oder wenigstens wahr- 
scheinlicher zu machen, den Vorgang der Glykosidvergiftung und 
-entgiftung als Grenzflichenwirkung darzustellen, kénnen aber, 
wenn iiberhaupt, nur Experimente rein physiko-chemischer Natur. 

”) Vgl. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und Gewebe. 
Ill. Aufl. Leipzig 1911. 
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Zusammenfassung. 

1. Das schwer lésliche Digitoxin fallt in wisserigen Ver- 
diinnungen nur langsam aus. 

2. Die Lésungen der amorphen, schwer léslichen Digitalis- 
glykoside sind dialysierbar und verhalten sich dabei wie echte 
Lésungen, wie die leicht léslichen, krystallinischen Substanzen 
Strophanthin und Antiarin. 

3. Das Serum als Giftvehikel vermag die Vergiftung von 
Digitoxin, Gitalin, Digitalin, Oleandrin, Saponin, Methylviolett 
aufzuheben oder stark zu verzdgern. 

Die Wirkung von Strophanthin und Antiarin scheint eine 
Begiinstigung durch Serum zu erfahren. 

4. Zu den in der Literatur gefundenen Kriterien, die fiir 
eine prinzipielle Scheidung der krystallinischen, leicht lés- 
lichen, reinen Stoffe (Strophanthin und Antiarin) von den schwer 
krystallisierbaren, schwer léslichen Substanzen (Digitoxin usw.) 
sprechen, treten als neues unzweideutiges Argument die unter 3. 
erwahnten Erscheinungen im Serum. 

5. Cholesterin, HiihnereiweiB oder Lecithin in Ringer konnen 
die Wirkung des Serums nicht ersetzen. 

6. Die Versuche mit Serum zeigen, daB der Unnachweis- 
barkeit, dem ,,Verschwinden“ des Digitalisgiftes, das den Orga- 
nismus passiert hat, keine Zerstérung oder Fixation an Zellen 
zugrunde liegen muB. 














Ober die Kohlensiurebildung im iiberlebenden, 
blutdurchstrémten Muskel. 


Von 
Herbert Elias (Wien). 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Stra8burg.) 


(Eingegangen am 21. Juli 1913.) 


Die in der Arbeit von Dr. Freise (s. Bd. 54, 8. 474) aus- 
fiihrlich beschriebene Methode zur Bestimmung der Kohlen- 
siurebildung in der kiinstlich mit Blut durchstrémten Leber 
laBt sich, wie leicht einzusehen, auch zur Bestimmung der At- 
mung anderer Organe verwenden. 

Auf Vorschlag von Prof. Hofmeister sollte nun auf gleichem 
Wege die Kohlensiurebildung im ruhenden und arbeitenden 
Muskel untersucht werden, eine Aufgabe, die insofern dankbar 
schien, als die bisherigen nicht allzu zahlreichen Bemiihungen, 
dem Gaswechsel des Muskels niher zu treten, nicht zu ab- 
schlieBenden Ergebnissen gefiihrt haben. 

Von einschligigen Arbeiten sind in erster Reihe jene der 
Ludwigschen Schule zu nennen, die sich systematisch dieses 
Gebietes annahm [Sczélkov’), C. Ludwig und Alexander 
Sichmidt*), Minot*), Rubner‘), v. Frey und Gruber’) und 
v. Frey®)}. 

Den Abschlu8 fanden diese Untersuchungen, die sich iiber 
mehr als zwei Jahrzehnte (1862 bis 1885) erstreckten, durch 


1) Sitzungsber. d. k. Akad. d. Wissenschaften Wien 45, 190, 1862. 
*) Arbeiten aus d. physiol. Anstalt zu Leipzig, 3. Jahrg. 1868, 12. 
*) Arbeiten aus d. physiol. Anstalt zu Leipzig, 11. Jahrg. 1876, 1. 
*) Arch. f. Anat. u. Physiol. 1885, 38. 
5) Arch. f. Anat. u. Physiol. 1885, 518. 
®) Arch. f. Anat. u. Physiol. 1885, 533. 
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die Standardarbeit von Max v. Frey, der zuverlissige quanti- 
tative Angaben fiir den Gaswechsel des Muskels in der Ruhe 
und wiahrend der Arbeit machen konnte. 

Auf einem etwas anderen Wege gingen Chauveau und 
Kaufmann?) in Paris vor, die den Gasumsatz und den Zucker- 
verbrauch des M. masseter und M. levator labii superioris 
proprius durch Analysen von Blutproben aus Arterie und 
Vene und gleichzeitige Bestimmung der durchlaufenden Blut- 
volumina an dem lebenden Pferd bei Ruhe und bei Muskel- 
arbeit berechneten, was Einhalten der physiologischen Be- 
dingungen betrifft, wohl eines der schénsten Experimente 
iiberhaupt. 

Am lebenden Tier hat auch Zuntz*) den Gaswechsel des 
Muskels studiert, indem er an groBen Hunden durch Stramm- 
ziehen eines um die Vena femoralis gelegten Seidenziigels von 
Zeit zu Zeit den RiickfluB des Blutes gegen das Herz hemmte 
und so aus einem Seitenistchen unter dem knapp vorher ge- 
messenen Seitendruck Blutproben zur Gasanalyse unter 0] auf- 
fing. ,Da demnach das Blut, das zur Analyse aufgefangen 
wurde, unter genau demselben Widerstand ausstrémte, gegen 
den es vorher dem Herzen zufloB, wurde durch den AderlaB 
der Blutstrom in den Muskel durchaus nicht verindert.“ Durch 
Beriicksichtigung der aus der Vene ausflieBenden Blutmengen 
ergibt sich fiir den 1. Versuch ein Absinken der CO,-Produk- 
tion nach Nervendurchschneidung um ca. die Halfte pro Mi- 
nute, im 2. Versuch, bei dem zur Kontrolle das Blut aus dem 
zweiten intakten Bein analysiert wurde, eine Verminderung 
um */, ungefahr. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind im wesentlichen aus 
nachstehender Tabelle zu ersehen. 

Sie gibt die GréBe der Kohlendioxydabgabe pro Kilogramm 
Muskel und Minute an. 

Die Zusammenstellung dieser Werte ergibt ein recht un- 
befriedigendes Bild. Selbst wenn man bloB die bei Normal- 
temperatur erhaltenen Zahlen miteinander vergleicht, erhalt 
man Unterschiede, die Zweifel an ihrer Richtigkeit bzw. All- 


”) Compt. rend. de l’Acad. d. Se. 108, 974, 1057, 1153. 
* Berl. klin. Wochenschr. 1878, 141. 
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gemeingiiltigkeit erwecken miissen. So findet v. Frey am 
Hundemuskel im Mittel fiir den Ruhezustand 9,18 mg pro Kilo- 
gramm und Minute, Rubner bloB 1,97 mg, Chauveau und 
Kaufmann im Mittel 6,79 mg, wobei die Mittelzahlen iiber- 
dies aus recht wenig stimmenden Einzelversuchen gewonnen sind. 









































Tabelle I. 
a ‘og '’  £ iemnierreg , 7 Que 
25% F = Zustand bom 
Autor Se Bl y des = ttn Bemerkungen 
Q 255 Grad | Muskels mg 
Ludwig 
und Schmidt 2 18—20| Tatigkeit 0,935 | ) Isolierter Biceps femo- 
do. 2 18—20|Ermiidung| 0,646] pris u. Semitendinosus 
do. 2 18—20; Ruhe 0,765 (Hund) 
do. 3 18—20 Ruhe 2,790 
do. 3 18—20| Tatigkeit | 2,970 } ebenso 
do. 3 |18—20/Ermiidung| 2,670 
do. 4 18—20; Ruhe 8,930 
do. 4 18—20| Tatigkeit | 2,970 
do. 4 18—20!Ermiidung| 3,930 
do. 4 18—20 Ruhe 3,330 
do. 4 |18-20| Tatigkeit | 2,870 
do. 4 |18-20|Ermidung! 3,030 
Hintere Ext itate 
Rubner 1 | 7,9| Rube | 1,600) - (fund) 
de. 2 12,2 . 1,680 
do. 3 26,2 ~ 1,260 b 
do. 4 | 33,8 - 1,660 — 
do. 5 38,8 ~ 1,970 
v. Frey 9. VIL.| gi| Ruhe 5,480 pam s Extremitaten 
do. 9. VIL|U 6 5 Tetanus 7,390 (Hund) 
do. 23. VIL.|{ 'S Ruhe 5,190 
do. es. vit) *3| Tetanus | 6370]) ebenso 
do 21. V. _ Ruhe 8,300 \ 
do 21.V. || 3p4| Tetanus | 9,190 ?, 
do 11. VI. |('3 8 Ruhe 10,080 \ 
do 11. VI. |f 3°93 | Tetanus | 12,780 . 
do 26. VI. || 7) Rube | 9,170)y 
do 26. VI " Tetanus | 9,780 7 
Chauveau 1 - Ruhe 3,760 } Lebende Pferde- 
u. Kaufmann) 1 5 p| Tatigkeit |124,600 muskeln (s. oben) 
do. 2 iS} Ruhe 11,470 
do. 2 |f 33 | Tatigkeit [355,900 |) ome 
do. 3 s 7 Ruhe 5,140 } . 
do. . so Tatigkeit |257,000 





Diese Unterschiede erkliren sich zum groBen Teil schon 
aus den Versuchsbedingungen: 
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Chauveau und Kaufmann arbeiteten am intakten Pferde, 
Rubner und v. Frey am kiinstlich mit verdiinntem Hunde- 
blut durchstrémten Hinterleib des Hundes. Abgesehen davon 
spielen, wie ich aus eigener Erfahrung sagen kann, mannig- 
fache, unbekannte Momente mit. Vor allem scheint der Er- 
nahrungszustand des Muskels in einer noch nicht anzugebenden 
Art die Kohlensaurebildung zu _ beeinflussen. 

Auch in den nachstehend miftzuteilenden Versuchen ist es 
nicht gelungen, die Schwierigkeiten der Versuchsanordnung rest- 
los zu bewiltigen. Vielfach haben miihselige Versuche nur zur 
Aufdeckung neuer Fehlerquellen gefiihrt, und gewisse Schwachen 
lieBen sich tiberhaupt nicht beseitigen. 

Trotzdem scheint eine Mitteilung der gelungenen Versuche 
berechtigt, einmal weil sie denn doch neues Material zur zahlen- 
maBigen Feststellung der Kohlenséiureabgabe des Muskels liefern, 
sodann weil sie lehren, daB sich mit Hilfe dieser Anordnung 
direkt experimentelle Untersuchungen iiber die Verbrennung 
von dem Muskel zugefiihrten Stoffen ausfiihren lassen, iiber 
die spiter berichtet werden soll. 


Versuchsanordnung. 


In bezug auf die angewandte Methodik kann ich auf Freises 
Darstellung verweisen. Die Abweichungen betreffen minder 
wesentliche Punkte’). Es geniigt hier auf das einzugehen, was 
sich in meinen Versuchen wegen der wesentlich anderen Natur 
des Objektes anders gestaltet hat. 

Wie Freise auseinandergesetzt hat, laBt sich die im iiber- 
lebenden Organe neugebildete Kohlensaure aus folgenden Werten 


berechnen: 

1. aus der Menge der im Organe zu Beginn vorhandenen 
CO, = Orgy; 

2. aus der darin zum Schlu8 verbleibenden CO, = Orgn; 

3. aus der CO,-Menge im durchgeleiteten Blut zu Beginn 
des Versuches — Bly; 

4. aus der Kohlensiuremenge im durchgeleiteten Blut zum 
SchluB des Versuches = Bln; 


1) So verwendete ich zur Kohlenséureabsorption anfangs Petten- 
kofersche Réhren an Stelle der spiter von Freise benutzten Absorp- 
tionsflaschen u. dgl. 
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5. aus der Kohlensiuremenge, die das Blut wahrend der 
Versuchsdauer selbst bildet — Bly; 

6. aus der Kohlenséuremenge, die vom Blut an den durch- 
geblasenen Sauerstofistrom abgegeben wird = Kon; 

7. aus der Kohlenséiuremenge, die wihrend des Versuches 
von der Oberfliche des Organs durch Diffusion abgegeben wird 
= Kop. 

Falls nicht anderweitige Fehler durch Blutverlust, durch 
teilweise Thrombosierung usw. eintreten, ergibt sich fiir die in 
der Versuchszeit gebildete Kohlensiure der Ausdruck: 


Gesamt-CO, == Organ ++ Bln -}+- Kon -++- Kop — (Orgy +- Bly + Blo). 


Von diesen Werten sind in meinen Versuchen der 
CO,-Gehalt des Ausgangsblutes (Bly), des Endblutes (Bln) 
und die durch Atmung abgegebene CO, = Kon bestimmt 
worden. Die in der Zwischenzeit bei der Versuchstemperatur 
im Blute selbst entstehende Kohlensiure wurde durch 
Kontrollversuche festgestellt. Die Menge der durch Diffusion 
verloren gegangenen Kohlensiure == Kop wurde vernachiassigt, 
weil dieser Verlust am Hintertier bei erhaltener Haut nicht 
als erheblich angesehen wurde. Ebenso wurde Orgy und Orga 
vernachlassigt, in der Annahme, da sich der CO,-Gehalt 
des eigentlichen Gewebes wihrend des Versuches nicht er- 
heblich fndern diirfte, eine Annahme, die méglicherweise zu 
einem geringen in seiner GréBe nicht genau zu beurteilenden 
Fehler fiihrt. 

Wie aus Freises Versuchen mit Beibringung von Kohlen- 
siure gesattigtem Blut hervorgeht, verliuft die Kohlensaure- 
abgabe in unserem Apparat bei weitem nicht parallel der 
Kohlensadurebildung. Stets bedarf es einer gewissen Zeit, bis 
das Kohlensiure-Plus im Arterialisator zur Abgabe gelangt. Es 
ist bei sehr starken Schwankungen iiber eine halbe Stunde ndtig, 
ehe sich das urspriingliche Niveau wieder einstellt. Ist die 
Kohlensaurebildung jedoch gleichmaBig, so zeigt auch die Kohlen- 
siureabgabe einen gleichmaBigen Verlauf und kann, abgesehen 
von den ersten Viertelstunden, unbedenklich als MaB der Kohlen- 
sdurebildung dienen. 

Die Notwendigkeit, mit groBen Blutmengen zu arbeiten, 
schlo8 die Anwendung von Hundeblut fiir die groBe Zahl der 
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Versuche aus; ich arbeitete daher mit frischem Rinder- 
blut. 

Eine in der Versuchsanordnung begriindete Fehlerquelle 
ist die ausnahmsweise beobachtete Anhaéufung von Blut in den 
Muskeln. Durch Gewichtsbestimmung vor, wahrend und nach 
der Durchblutung lat sich die Menge des im Praparat zuriick- 
bleibenden Blutes bestimmen und mit der im Apparat zum 
Schlu8 verbleibenden Blutmenge zur Kontrolle in Rechnung 
stellen. Immerhin ergibt sich hierin ein gewisser Fehler, da 
die CO,-Menge des Restblutes aus arterialisiertem, also kohlen- 
saurearmeren Blut bestimmt wird, wahrend das Blut im Ge- 
webe wahrscheinlich kohlensaurereicher ist. 

Endlich liegt meinen Versuchen die sicher unrichtige An- 
nahme zugrunde, daB die Haut, das Unterhautbindegewebe, 
das Fett, die Knochen und das Riickenmark an der Kohlen- 
saurebildung und Abgabe nicht teilnehmen. Wahrend die durch 
Oberflichendiffusion bedingten und die friiher speziell an- 
gefiihrten Fehlerquellen geeignet sind, die resultierenden Werte 
herunterzudriicken, mu8 die Vernachlissigung der Kohlen- 
siurebildung in den nicht muskularen Gebilden des Priparates 


das Gegenteil bewirken. Inwieweit sich diese Fehlerquellen 
gegenseitig ausgleichen, laBt sich zurzeit nicht beurteilen. 

In Betreff der operativen Technik sei folgendes be- 
merkt: 

Nachdem sich in vielen Fallen das Kaninchen als un- 


geeignet erwiesen hatte’), wurde, wie es auch alle Vorginger 
in diesem Gebiete getan haben, der Hund als Versuchstier ge- 
wahlit und seine hinteren Extremitaten mit defibriniertem Rinder- 
blute durchstrémt. 

Gleich der erste Versuch in der Art (Versuch 10) ergab 
eine gute, reichliche Durchblutung, und besonders bei kleinen 
Hunden von 6 bis 7 kg lieBen sich, wie sich spater heraus- 
stellte, die Versuchsfehler (Sickerblut und Anschoppung) be- 
sonders leicht auf ein Minimum herabdriicken. 

Die zur Anfertigung des Muskelpraparates verwendete 
Technik war ungefahr dieselbe, die von Frey und Gruber vor 
mehr als 25 Jahren angegeben haben. Nur wurden statt des 


*) Max Rubner berichtet schon 1885, daB mit Hundeblut durch- 
blutete Kaninchenmuskeln rasch absterben. 
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Eisenringes und der Wirbelzange der Angabe von Embden 
und GlaBner') entsprechend drei Massenligaturen mit starkem 
Bindfaden verwendet, die sich noch ndétigenfalls nachtraglich 
leicht durch Torsion eines eingeschobenen Peans beliebig fest 
zuziehen lieBen. Derselbe wurde durch einen Schieber in seiner 
Lage festgehalten. 

Bei Reizungsversuchen kam die eine Elektrode, ein 
in Ringersche Lésung getauchtes Filtrierpapier, in den Riicken- 
markskanal zu liegen und wurde daselbst durch einen darauf- 
gesetzten Korkpfropfen festgehalten. Die zweite Elektrode 
wurde mit der Achillessehne eines Beines in Verbindung ge- 
bracht. Die entstehenden Stromschleifen waren stark genug, 
auch das nicht direkt mit dem Induktorium verbundene Bein 
in kraftigen Strecktetanus zu versetzen. 

Vor der Durchblutung des Tieres wurde stets der Apparat 
in Gang gebracht und Sauerstoff durchgeleitet, damit das ein- 
gefiillte Blut (2 1) in der folgenden halben Stunde sich mit den 
schaidlichen Raumen im Apparat ins Gleichgewicht setzen konnte. 
Das in der Zwischenzeit fertiggestellte Priparat wurde dann 
ohne FliissigkeitsabschluB in einen, durch einen Thermostaten 
auf gleichmaBige Temperatur (37°) gebrachten Wairmkasten ge- 
legt, so daB diese Versuche den ,,warmen“ Versuchen von Frey 
entsprechen. Erst nachdem das Hintertier bei gleichzeitiger 
passiver Bewegung und Massage durch das in die Aorta nach- 
dringende Rinderblut von dem zuriickgebliebenen Hundeblut 
freigespilt war, wurde auch die Kaniile der Vena cava ange- 
schlossen. Das friiher frei abgelaufene Blut, das zum Teil so- 
fort gerann, muBte von der Gesamtmenge des in den Apparat 
eingefiillten Blutes in Abzug gebracht werden oder die Gesamt- 
menge wurde durch Zusatz der gleichen Menge frischen Rinder- 
blutes neu erginzt. 

Da bei gleichmaBiger Kohlensaurebildung die Kohlensaure- 
abgabe sich erst nach einer halben Stunde auf ein konstantes 
Niveau einstellt, wurde, wo es notwendig war, einen SchluB 
auf die Kohlensiureproduktion in der Ruhe zu ziehen, dazu 
erst die dritte Viertelstunde der Blutdurchleitung verwendet, 
die sich in nicht weiter mitgeteilten Versuchen regelmaBig als 


1) Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 321 u. 322, 1901. 
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brauchbar erwiesen hatte. Die Durchblutungszeit wurde nie 
iiber zwei Stunden ausgedehnt, ja bei den Arbeitsversuchen auf 
eine noch kiirzere Zeit beschrinkt, da nach verhaltnismaBig 
kurzer Zeit der Reizaffekt sank, eine Erfahrung, die v. Frey 
bei seinen Warmversuchen auch machen muBte. 

Bei den Ruheversuchen, in denen man aus einer 
groéBeren Zahl von Viertelstundenwerten einen Durchschnittswert 
zu finden suchte, konnte man sich damit begniigen, zu Be- 
ginn und am Ende des Versuches je 2mal 100 ccm Blut 
aus dem arteriellen Teil des Apparates zu entnehmen und dar- 
aus an dem von Hanssen’) beschriebenen Schiittelapparat den 
Kohlensauregehalt vor und nach dem Versuch zu bestimmen. 

Bei den Arbeitsversuchen aber, wo man sich fiir den ab- 
soluten Kohlenséiurewert in jeder Viertelstunde interessieren 
muBte, wurde natiirlich auch nach jeder Viertelstunde eine Blut- 
probe zur Analyse entnommen. Jedesmal muBte die im Apparat 
befindliche Blutmenge aus der anfinglich eingefiillten, durch 
Abzug der in friiheren Viertelstunden entnommenen Blutquan- 
titaten, durch Abzug des viertelstiindig gemessenen Sickerblutes, 
sowie durch Abzug der durch viertelstiindige Wagung des Hinter- 
tieres bestimmte Gewichtszunahme desselben, die ja nur als 
Anschoppung des Priparates anzusehen war, eruiert werden. 
Denn der Berechnung der Differenzen in der Arterialisation 
des Blutes vor und nach einer Versuchsperiode kann auch nur 
die arterialisierte Blutmenge zugrunde gelegt werden. Freilich 
ist sowohl das Sickerblut, sowie das Blut, das in dem Tier die 
Gewichtszunahme bedingt — soweit der Grund dafiir nicht in 
der Uberfiillung der tonuslosen, erweiterten GefaiBe, sondern in 
Hamatomen zu suchen ist — als venés anzusehen und bedeutet 
fiir die Durchblutung einen toten, mit CO, angereicherten Raum, 
so zwar, daB die auf oben angedeutete Art erhaltenen Werte 
etwas zu niedrig sind. Doch gelingt es bei einer reichlichen 
Durchblutung, die fiir diese Viertelstundenversuche ohnehin 
eine conditio sine qua non ist, auch ohne besondere Druck- 
steigerung auszukommen; dann ist bei genauem Arbeiten das 
Sickerblut iiberhaupt zu vermeiden, und auch die geringere 
Gewichtszunahme des Hintertieres ist da nur auf die Uber- 


*) Diese Zeitschr. 22, 433, 1909. 
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fiillung der GefaéBe zuriickzufiihren, nicht auf Odeme oder gar 
Haimatome, wie man sich leicht nach dem Versuche durch 
Sektion iiberzeugen kann. 

Ein Fehler, der das Resultat in umgekehrter Richtung be- 
einfluBt, liegt in der Vernachlissigung des dem Blut eigenen 
Stoffwechsels, die sich aber bisher alle Untersucher gestatteten. 
Da aber in den vorliegenden Versuchen mit durchschnittlich 
21 Blut gearbeitet wurde, also mit einer Blutmenge, die zirka 
doppelt so groB war als die von Frey und Gruber verwendete 
(900 ccm Blut + 150 ccm NaCl-Lésung), so wurde in einem 
eigenen blinden Versuch (Versuch 27) die Kohlensiureproduktion 
im Blute bestimmt. 

Tabelle II. 
Versuch 27 vom 25. VII. 1911. 
Kontrolle zur Bestimmung des dem Blute eigenen Gaswechsels., 


10 statt des Organs ein langer Schlauch mit Klemme zur Regulierung 
des Blutstromes angeschlossen. 








Durch- - Durch O, 
blutungs- oe — 


druck Blutstrom Bemerkungen echwemmte 


COg-Mengen 





mm Hg m 





10*6—1 1% 70 | 3000 | voller Strah] | 10* als 1. Blutprobe 2 mal | 

} 100 ecm entnommen, 100 ccm 

= 88,2 mg COU ,, verbleiben 
| | 2500 ecm 

11°—11% 70 38 | 3100 | do. Friktionsriemen d. Arterialisa- 

} j tors schleift einen Augenblick 





| | 

| | an der Scheibe 

1175— 119° 70 38—39 | 3050 | dickerer Strahl | Durch geringe Liiftung d. Kiemme| 

119°—1] 14 70 39—38,5 | 3100 | voller Strahl 

| wie 11% 

11%—12] 70 38,5 | 3100 | do. | 
} 
} 


121215] 79 38,5 | 2800 | do. 1218 als 2 Blutprobe 2 mal 
} | 100 cem entnommen, 100 ccm | 


= 78,0 mg CO, 
Bl, = 2205 mg, Bl, = 1950 mg, Ko, = 596 mg, B'!, + Ko, — Bl, = 341 mg. 
Kohlensaure gebildet pro 11 Blut und Minute = 1,51 mg CO,. 











Freise hat in ahnlichen Versuchen mit Rinderblut folgende 
Werte gefunden: 1,326, 2,050 1,324 mg. Es ergibt sich hieraus im 
Mittel fiir 11 Rinderblut die Bildung von 1,55 mg CO, pro Minute 
oder 23,3 mg Kohlensiure pro Viertelstunde. Der Berechnung 
der anzufiihrenden Versuche wurde dieser Wert zugrunde ge- 
legt und bei der Menge der gebildeten CO, in Abzug gebracht. 

Ferner ist wohl nicht ganz zulassig, aus dem Hintertier 


durch Berechnung die Muskelmenge zu erschlieBen, wie es 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 11 















ye 
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v. Frey getan hat. Nur bei einem der hier angefiihrten Versuche 
liegt ein so erschlossener Muskelwert der Berechnung zugrunde. 
Sonst wurden stets nach dem Versuche und nach Abtrennung 
der abgebundenen Teile die Muskeln des Tieres genau pripa- 
riert, gewogen und auf dieses Gewicht die Kohlensiuremenge 
berechnet. Wir konnten uns namlich tiberzeugen, dab, wie zu 























erwarten stand, sowohl bei verschiedenrassigen als auch bei Ze 
verschieden ernahrten Hunden der prozentuelle Wert des Muskel- i 
gewichtes in nicht geringen Grenzen schwankt. om 
Muskelgehalt des Hintertieres in Prozenten ausgedriickt: 10*°— 
Versuch 12 F. 13 14 15 17 18 19 26 104 
59,9 50,3 58,7 69,3 54,9 60,6 55,0 60,5 34,1 oR 
; 503,3 
Durchschnittswert = 9 = 55,9°/,. 118 
Ich lasse nunmehr die Versuche folgen, bei denen eine 
Reizung der Muskeln nicht vorgenommen wurde. 
11% 
114*— 
Ruheversuche. 
Tabelle IV. 
Versuch 12 vom 26. I. 1911. 
21 defibriniertes Rinderblut. 
Hintertier 2560 g. 9 arterielle, 9°’ vendse Kaniile angeschlossen. 
Durch- | Blut- “— | Durch 0,- 
blutungs-| tempe- ausge- 
an foe | Gee Zutubr} Blutstrom | Bemerkungen spoman 
{ | j . 
mm Hy; {| °C | ccm | mg 
10°°—10"7} 60—90 | 36—38 'anfangs schwach.., — yay ® ame, 200 
\dann vollerStrahl ee oo or ee oe 
10%—10"] 90—105| 38—89 | 3050 | voller Strahl | oe om 
10971057] 105—110} 39 | 3200 | do. | 288 
10%%—1197] 110—120} 39—38 | 2900 | do. 290 
11°—112] 120—150| 38 \6600 do. 289 
11°%—1197] 150—170| 38—36 | do. 119° 2 Minuten Pause: Motor! 236 
119°—1152] 170—180| 86—35 | 3000 | gering | ate 248 a 
| 15%—1207] 180-—190 35 | do. he 2. Blutprobe entnommen, 243 
| 100 com = 60,6 mg CO, be 
; ‘ Ze 
Muskeln prapariert: 1510 g = 59,9°/,. a 
Bl, = 1505 mg CO,, Bl,—1151 mg CO,, Bh 353 mg CO,, " pare 
Ko, = 2109 mg .CO,; r= 
Ko, + Bl, — Bl, — Bl, = 1402 mg CO,. 2 yy 


Berechnet auf 1 kg Muskel pro Minute = 7,74 mg CO,. 
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lengen 


7 
2) 


0) 
39 
36 
18 
13 
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Tabelle V. 
Versuch 13 vom 2. II. 1911. 
21 defibriniertes Rinderblut. 
Hintertier 2916 g. 9°° an den Apparat angeschlossen. 
Durch- Blut- O.- nae Ge 
blutungs-| tempe- - 
Zeit rome aaa Zufuhr} Blutstrom Bemerkungen i 
mm Hg °C com mg 
10%°— 103° 60 41 3500 | voller Strahl | %* Bn Bautyocbe (100 com) ent. | 342 
30 6 nD en, cn = ¢ } 
10*°—10* 60 41—40 | 3250 do. COg, verbleiben 1900 a on 328 
A t 
10*5—1048 60 40 4250 do. Wicks oulgeiongen, interpoliert 66 
10**—11% 60 40—38 } ; do. | $825 
11%°—1178] 60—80 38 3000 jerst voller, dann, Gegen Ende Sickerblut | 240 
schwich. Strahl | 
11*%—11%*} 80—90 38 3750 |zu Beginn schwa- — = ane, je Lone 337 
cher Strahl, nach Apparat 1800 ecm, darauf 
besserer Muskel-| bessere Abklemmung der | 
abbindung voller; Muskeln, das Sickern sistiert | 
| Strahl 
115%—114*] 90—120| 38—39 | 3250] voller Strahl | 304 
11481208 120 39—40 | 4250 do. Blut etwas himolytisch, darum| 324 
| Versuch abgebroch., 1600 ccm 
| eo cam eatasemen, 168 cnn | ton Oe 
100 ccm entnommen, | " 
| = 54,0 mg CO, yt a 
Hintertier nach dem Versuch 3190 g (Suffusionen). Muskeln prapariert: 
1710 g = 58,79. 
Bl, (auf 1600 ccm berechnet) — 1402 mg CO,, BI, (ebenso berechnet) 
= 864 mg CO,, Bl, (4 Viertelstunden mit 1900, 3 Viertelstunden mit 
1600 cem berechnet) = 289 mg CO,, Ko, = 2300 mg CO,; 
Ko, + Bl, — Bl, — Bl, = 1473 mg CO,. 
Berechnet auf 1 kg Muskel pro Minute = 7,98 mg CO,. 
Tabelle VI. 
Versuch 15 vom 17. V. 1911. 


Mops 7155 g (tot gewogen). 


21 defibriniertes Rinderblut. 


den Apparat angeschlossen. 


10 entblutet. Hintertier 2505 g. 10° an 






































Durch- Blut- O — 
, blutungs-| tempe- s paminent 
Zeit drack ratur |2¥fuhr| Blutstrom Bemerkungen CO,-Mengen 
, mm Hg °C com mg 
1] —]1% 100—115 | 88 | 3300 diinner Strahl | Als 1. eg ey 7 pa 648 
© ee nommen, = * 
11%—119} 115—130| 38 | 3100 pop Gomes, tone CO,, verbleiben 1900cem | 48 
} ! | 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 
Durch- Blut- Oo Durch 0,- 
blutungs-| t - fi oe 
aes | Great | cote Zufuhr Blutstrom Bemerkungen armen 
mm Hg °C ccm | mg 
= = = —= ] ————— —— _————————— —— = 
11°°—1145] 130—140 38 3150 | voller Strahl 596 
114—12] 140—160 | 38—38,5 | 3150 do. 538 
121215} 160—170| 38,5 | 3300 do. Als 2. Blutprobe 100 cem ent-| 472 
| nommen, 100 ccm = 67,2 mg 
CO, 
Muskeln prapapiert: 1375 g = 54,9°/,. 
Bl, = 1414 mg CO,; Bl, 1277 mg CO,, Bl, = 220,9 mg CO,, 
Ko, = 2802 mg CO,; 
Ko, + Bl, — Bl, — Bh, = 2444 mg CO,. 
Berechnet auf 1 kg Muskel pro Minute — 23,70 mg CO,. 
Tabelle VIL. 
Versuch 17 vom 31. V. 1911. 
21 defibriniertes Rinderblut. 
9*° Hund (7500 g) entblutet, Hintertier 2260 g. 10° an den Apparat 
angeschlossen. 
Durch- | Blut- | 5 Durch Oy 
blutun, tem al : 
Zeit co no Zufubr} Blutstrom Bemerkungen 00, Menger 
mm Hg °C com mg 
10%—10"] 45—70 (37,5—38,0! 3000 | voller Strahl | nee ae ~* 269 
10°—10*] 70—110/ 388—39 | 3050 | do. | ny Rd 270 
10—11%] 110—130; 89 | 3000 |schwacher Strahl)" '™ APPerst 1”0cem) — 4p 
11°—11*5}] 130—160 39 2950 do. 238 
114%—11*| 160—170 39 3050 do. 222 
119°—]1% 170 39 — do. CO, pone aufgefangen, inter- 44 
| e 
11%—11 170 | 39 _— do. 110 2. Blutprobe 100 ccm ent- 101 
| nommen, 100 ccm = 47,4 mg 





| 











CO,, 700 ccm im Apparat 
verbiieben 


Muskeln pripariert: 1430 g = 60,6°/,. 


Bl, (auf 700 com berechnet) — 630 mg CO,, 


= 331,8 mg CO,, Bl, (auf 1300 com berechnet) = 171,4 mg CO,, 
Ko, = 1386 mg CO,; 
Ko, + Bl, — Bly — Bh, = 916,5 mg CO,. 


Berechnet auf 1 kg Muskel pro Minute = 7,54 mg CO,. 





Bl, (ebenso berechnet) 
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Tabelle VIII. 
Versuch 18 vom 9. VI. 1911. 
21 defibriniertes Rinderblut. 


9° Hund (4950 g) entblutet, Hintertier 1800 g. 9*° an den Apparat 


























angeschlossen. 
Durch- Blut- 0 Durch O,- 
blutungs-| tempe- w | ween ol 
Zeit yg csiee Zufubr; Blutstrom Bemerkungen CO, Mengen 
mm Hg °C | ccm mg 
T SSS 
9°°—10"*] 60—80 39 | 3050 | voller Strahl | 97 als 1. Blutprobe 100 cem| 170,0 
entnommen = 72 mg COs, | 
verbleiben 1900 ccm 
10*°%°—1027] 80—90 89 8150 do. Ein Schlauch schlieBt schlecht, | 166,0 
CO, geht verloren, inter- | 
poliert 4) 
10°°—104*} 90—130 39 3070 |voller Strahl, geg. 160,5 
SchluB schlechter 
10*—1057] 130—120| 39—39 | 2980 voller Strahl 168,0 
1057—11% ome — emits 11°% als 2. Blutprobe 100 ccm 63,4 
entnommen = 61 mg CO, | 


hela ge Tits atone 











Muskeln prapariert: 990 g = 55,0°/,. 
Bl, = 1368 mg CO,, Bl,=1159 mg CO,, Blh,—191,4 mg ©O,, 
Ko, = 728 mg CO,; 
Ko, + Bl, — Bl, — Bl, == 328 mg CO,. 
Berechnet auf 1 kg Muskel pro Minute = 5,10 mg Co,. 


AuBerdem habe ich in 3 Versuchen, die behufs Bestimmung 
der Tetanusatmung angestellt waren, zunichst den Ruhewert 
der Kohlensaureabgabe festgestellt. Es ergeben sich dabei in den 
3 Viertelstunden nach Einschaltung der Leber folgende Werte: 


Versuch 21 9,74 mg 
” 24. 2,26 » 
” 26 (s. unten) . 5,76 » 


Die saimtlichen ermittelten Ruhewerte (7,44, 7,98, 25,70, 
7,54, 5,10, 9,74, 2,26, 5,76) ergeben als Mittel 8,73 mg pro 
Kilogramm Muskel und Minute. Vernachlassigt man den ganz 
aus der Reihe fallenden hohen Wert von Versuch 15, bei dem die 
Muskeln anscheinend unter einer anhaltenden Erregung unbe- 
kannter Ursache standen, sowie den auffallend niedrigen Wert 
des Versuchs 24, wo sich iiberhaupt der Gaswechsel als aus- 
nehmend torpid erwies, so berechnet sich ein mittlerer Ruhe- 
wert von 7,31 mg. Aus den oben angefiihrten Versuchen 


’) Die Interpolation ist wohl trotz der GréBe des eingesetzten 
Wertes im Hinblick auf die GleichmaBigkeit des Verlaufs gestattet. 





= v. Freys ergibt er sich 
pro Kilogr. 
u. Minute 


Ko, + Bl, 

- (Bly+ Bly) 

Im Arteria- _ 

lisat.abgeg. 2 

CO, = Ko, 
Im Blut 
gebildete 
CO, Bl, 


| 


5,7 
40,04 
21,20 

9,10 


zu 9,18, aus jenen von 


| 
| 


Chauveau und Kauf- 


22,8 
179,7 
230,8 | 


294,1 


mann zu 6,79 mg pro 
Kilogramm und Minute; 
eine Ubereinstimmung, 
die im Hinblick auf die 
unvermeidlichen physio- 


48 
5 


| 2970 | 44,38 | 301 


333.5 
314 

| 3i¢ 
316 


| 


25,20 | 


| 
45,60 


1350 | 40,05 
29,55 


logischen Schwankun- 
gen als sehr befriedigend 
bezeichnet werden kann. 

Man darf danach die 
Kohlensaureproduktion 
des ruhenden Saugetier- 
muskels mit rund 7 mg 
veranschlagen. Da ein 
Erwachsener niichtern 
und bei absoluter Mus- 
kelruhe pro Kilogramm 
Gewicht in 1 Minute 
rund 3 ccm=6 mg 
Kohlensaure ausatmet*), 
so erscheint die Gesamt- 
kohlenséurebildung des 
Erwachsenen etwa so 
groB, als ob der Organis- 
mus aus ruhender Mus- 
kelsubstanz _ bestiinde. 
Dies kénnte befremden, 
wenn man bedenkt, daB 
ein nicht geringer Teil 
der Organe, Knochen, 
Fettgewebe, Haut und 
andere offenbar einen 
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133,3 | 3098 
133,3 | 2932,6 
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135,0 


90 


SchluB = Bi, 
13 


Blut-CO, zum 
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83 
1950 


Blut-CO, zu 
Beginn = Bl, 


100 ccm ganzen}100 ccm ganzen 
130 





2420 ccm defibriniertes Rinderblut. 


2100 
1960 
1720 
1500 


2320 
2200 





Tabelle IX. 


Versuch 26 am 20. VII. 1911. 
do 
do 
do. 
do 
do 


Blutstrom 
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_ 1100 | voller Strahl] 
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37,5 | 3100 
| 3150 


| 3150 


| 2900 


7 
37,5 
37,5 
37,5 


Temp. 


Druck 





5 
@Q 
= 
<a 
ev 
A 
o 
=p 
= 
~ 
s 
a 
Co] 
a. 
= 
<a 
c 
eo 
oc 
S 
3 
| 
+ 
oo 
oo 
> 
© 
Ven) 
4 
o 
-< 
Dn 
= 
= 
2 
— 
ra 
2 
c 
s 
= 
r--} 
~ 
_ 
1 
S 
o 
c 
_— 
_ 
fj 
_ 
— 
~ 
eo 
~~ 
Ss 
—_ 
= 
~ 
2 
~~ 
B 
<= 
~~ 
a 
eo 
c 
7 
Ss 
= 
) 
e 
fos) 


Muskel- 
zustand 


1) Einer Tabelle von 
Magnus-Levy entnom- 
men. v. Noorden, Hand- 
buch des Stoffwechsels 1, 
S. 279. 
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geringeren Stoffwechsel besitzen als die ruhenden Muskel. Dem 
gegeniiber fallt aber ins Gewicht, 1. daB einzelne Organe eine 
viel héhere Kohlensaurebildung aufweisen, z. B. tatige Driisen, 
wie eben erst von Freise fiir die Leber nachgewiesen ist, 
2. daB auch im ruhenden Organismus muskulire Organe, Herz, 
Atemmuskel, die glatten Muskeln des Darms usw. dauernd ein 
nicht geringes MaB von Arbeit verrichten. 


Tetanusversuche. 

Ich habe in 3 Versuchen die Erhéhung der Kohlensiure- 
bildung durch Muskeltiétigkeit zu ermitteln versucht. In allen 
war eine solche Erhéhung nachweisbar. Zur quantitativen Be- 
urteilung eignet sich jedoch nur der in beistehender Tabelle 
mitgeteilte Versuch 26, denn nur hier war der Tetanus intensiv 
und die ihm folgende Nachperiode lang genug. Wie schon er- 
wahnt, geht Kohlensiurebildung und Abgabe der Kohlensiure 
an den im Arterialisator vorbeistré6menden Sauerstoff nicht 
parallel. Es bedarf vielmehr langerer Zeit, damit das im Blut 
auftretende Kohlensiure-Plus zur Abgabe gelangt. Dieser Be- 
dingung ist im vorliegenden Versuche geniigt (Tab. LX). 

Aus dem eben angefiihrten Grunde kann die wahrend der 
Reizungsperiode abgegebene Kohlensaure nicht allein als Mab- 
stab der wihrend des Tetanus gebildeten dienen, sondern nur 
das gesamte Plus an Kohlensaure einschlieBlich der auf die 
Reizung folgenden Ruheperioden. 

Legt man die gefundene Zahl 3,26 mg CO, pro 565g 
(= 5,76 pro 1000 g) und Minute als Ruhewert zugrunde, so 
ergibt sich als die durch den 10 Minuten dauernden Tetanus 
bewirkte Kohlenséureproduktion 


Anzunehmend 
00, CO,-Bildung im CO, -Plus 
mg ruhenden Muskel mg 
1077—10*5 294,1 42,4 251,7 
10*®*—10*° 179,7 48,9 130,8 
10°°—11*" 230,8 146,7 84,1 


Summa 466,6 


Zeit 


d. h. 565 g tetanisierter Muskel haben in 10 Minuten 466,6 mg 
CO,, also pro Minute 46,66 mg mehr gebildet als in der Ruhe. 

Wahrend dieser 10 Minuten betrug somit die CO,- 
Bildung pro Minute 3,26 + 46,66 mg 49,92 mg oder auf 
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1000 g Muskelsubstanz berechnet 88,4 mg, d. h. das 15 fache 
des Ruhewertes. 

Dieser Wert ist méglicherweise noch zu niedrig, da es nicht 
sicher ist, ob in der auf den Tetanus folgenden Stunde das ganze 
Kohlensaure-Plus zur Abgabe gelangt ist. Jedenfalls nahert 
sich diese Zahl auffallend den von Chauveau und Kaufmann 
am lebenden Tier ermittelten Werten. Zugleich sieht man, daB 
die CO,-Bildung im arbeitenden Muskel derselben GréBenord- 
nung angehért wie jene der tatigen Driisen (70 bis 100 mg 
pro Kilogramm und Minute und hdéher; vergleiche die voran- 
stehende Untersuchung von F reise). 

Trotz dieser Ubereinstimmung diirfte es sich nicht emp- 
fehlen, auf die absoluten Zahlen allzu groBes Gewicht zu legen. 
Hier ist eine Vervollstandigung durch weitere Versuche, nament- 
lich Arbeitsversuche, sehr erwiinscht. Immerhin ist jetzt schon 
ersichtlich, daS es méglich sein wird, der Frage der Kohlen- 
siurebildung im Warmbliitermuskel in ahnlicher Weise durch 
Zufuhr von prasumptiven Kohlensaurebildnern naher zu treten, 
wie dies unter giinstigeren Verhialtnissen beim Froschmuskel 
durch Thunberg’) geschehen ist. 


Zusammenfassung. 
1. Der kiinstlich mit Blut durchstrémte Muskel 
bildet in der Ruhe rund 7 mg CO, pro Kilogramm und 


Minute. 
2. Tetanisierung fiihrt zu einer erheblich (bis aufs 


15fache) erhéhten CO,-Bildung. 


") Skand. Arch. f. Physiol. 22, 406, 430, 1909; 23, 154; 24, 23 u. ff. 
1910; 25, 37, 1911. 
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Beitrage zur Frage der lipoiden Organhimolysine und 
ihrer Beeinflussung durch Traubenzuckerfitterung. 
Von 
Arno Kirsche. 


(Aus der Kgl. Medizinischen Universitaéts-Poliklinik zu Halle.) 
(Hingegangen am 29. Juli 1913.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Unter den Substanzen, die imstande sind, rote Blutkérper- 
chen aufzulésen, spielen die Lipoide eine besondere Rolle. 
Wenn auch die eigenartige Wirkungsweise dieser Stoffe im 
Organismus bisher nur zum Teil geklart ist, so haben sie doch 
in den letzten Jahren eine auBerordentliche Bedeutung fiir die 
gesamte Biochemie erlangt. 

Es ist sehr wahrscheinlich, daB sie die Trager einer ganzen Reihe 
von Lebenserscheinungen der Zelle sind und Wirkungen entfalten, die 
bisher zum Teil ausschlieBlich den EiweiBkérpern zugeschrieben wurden. 
Nach den Untersuchungen von Overton bildet den AbschluB der Zelle 
gegen die Umgebung eine aus Lipoidstoffen bestehende semipermeable 
Membran, deren Vorhandensein biologisch sichergestellt ist, wenn sie 
sich auch histologisch nicht nachweisen l4Bt. Diese Membran regelt den 
gesamten Stoffwechsel der Zelle; alle Substanzen, die in die Zelle hinein- 
gelangen oder sie verlassen, sind von ihr abhingig. Doch nicht nur in 
dieser Grenzschicht, auch intracellular kommen Lipoidstoffe vor, die fiir 
die Funktionen der Zelle von ebenso vitaler Bedeutung sind, wie jene. 

Auch in der Pathologie haben die Lipoidsubstanzen in letzter Zeit 
groBeres Interesse und gréBere Bedeutung erlangt. Es scheint, daB sie 
unter mancherlei Bedingungen als Gifte im K6rper auftreten kénnen. 
Am bekanntesten und am meisten studiert ist ihre lytische Wirkung, 
die sich auf fast alle Zellen, insbesondere auf die roten Blutkérperchen 
erstreckt. Eine Anzahl von Forschern spricht deshalb den Lipoidstoffen 
eine groBe Bedeutung fiir die Erklirung mancher animischer Zustinde 
zu, zumal auch experimentelle Untersuchungen dafiir Anhaltspunkte ge- 
liefert haben. Bekannt sind die Versuche von Faust und Tall quist’), 


1) Faust und Tallquist, Uber die Ursachen der Botriocephalus- 


anaimie. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 57, Heft 5 u. 6. 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 12 
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die in der Leibessubstanz des Botriocephalus latus mittels Extraktion 
mit Alkohol und Ather einen blutkérperzerstérenden Stoff gefunden 
haben, der seiner chemischen Konstitution nach einen Cholesterinester 
der Olsiure darstellt. Es spricht vieles dafiir, daB diese Substanz bei 
der Bandwurmanimie als himotoxisches Prinzip eine wichtige Rolle 
spielt, zumal es Tallquist gelungen ist, durch Verfiitterung oder In- 
jektion von Olsiure bei Tieren das klinische Bild der Anaimie zu er- 
zeugen. Unter diesen Umstinden war es verstindlich, daB8 auch die 
Befunde von lipoiden Hamolysinen in normalen und pathologisch ver- 
ainderten Organen groBes Interesse erregten. So fanden Berger und 
Tsuchyia’) in der Darmschleimhaut perniziés Anaimischer stark haimo- 
lytisch wirkende Lipoidsubstanzen. Die Ansicht, da& die pernizidse 
Animie auf ein vom Magendarmkanal aus wirkendes Gift zuriickzufiihren 
sei, kénnte damit eine neue Stiitze erhalten. Jedoch haben in aller- 
letzter Zeit Ewald und Friedberger*) den Befund nicht bestitigen 
kénnen. Bemerkenswert ist auch der Befund von ebenfalls aus Olsdure 
bestehenden Hamolysinen in der Placenta von normalen und eklampti- 
schen Frauen (Mohr und Freund*) Der Gedanke liegt nahe, daB ge- 
wisse anaimische Zustande in der Schwangerschaft auf einen vermehrten 
Ubergang von derartigen Giften ins Blut zuriickzufiihren sind. Beson- 
ders reichlich findet man die himolytischen Substanzen bei der Auto- 
lyse von Organen und in Organen, die bei Vergiftungen und anderen 
klinischen Zustinden der Verfettung anheimgefallen sind (z. B. Vergiftung 
mit P, perniziése Animie). Die Organverfettungen, die eine Begleit- 
erscheinung verschiedener Formen der Aniamie sind, erscheinen so in 
einem anderen Lichte als bisher. Friiher nahm man an, daB diese Ver- 
fettungen die Folgen mangelhafter Oxydation seien, bedingt durch den 
infolge der Verarmung an Hiamoglobin vorhandenen Sauerstoffmangel. 
Von einem wirklichen Mangel an Sauerstoff und Hemmung der Oxy- 
dation kann aber in allen in Betracht kommenden Fillen nicht die Rede 
sein. Es mu8 deshalb die Verfettung eine andere Ursache haben. 

In einer spiteren Periode wurde dann von Rosenfeld eine andere 
Anschauung iiber die Organverfettungen begriindet, Durch zahlreiche, 
in verschiedener Weise variierte Versuche glaubt dieser Autor den 
Nachweis erbracht zu haben, daB es eine Degenerationsverfettung iiber- 
haupt nicht gibt. Alles Fett, das in den Organen unter pathologischen 
Verhaltnissen auftritt, ist aus den Fettdepots des K6rpers herstammendes 
Infiltrationsfett. Doch hat diese Rosenfeldsche Hypothese in der letzten 
Zeit immer mehr an Boden verloren. Seitdem man die Wichtigkeit der 
in der Zelle vorhandenen Lipoidsubstanzen kennen lernte, hat auch 
der Begriff der fettigen Degeneration eine Wandlung erfahren. Vor 
nicht allzulanger Zeit verstand man hierunter eine Entstehung von Fett 


1) Berger und Tsuchyia, Arch. f. klin. Med. 96, 252, 1911. 

*) Deutsche med. Wochenschr. 1913, Nr. 27 u. 30. 

8) Mohr und Freund, Zur Pathogenese der Eklampsie. Berl. 
klin. Wochenschr. 1908, Nr. 40. 
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aus Eiwei8. Die Méglichkeit und das Vorkommen einer solchen im 
Organismus ist aber bisher mit Sicherheit nicht erwiesen. Daher ist 
Rosenfeld beizustimmen, wenn er eine Fettdegeneration in diesem 
Sinne als unwahrscheinlich ablehnt. Andererseits geht dieser Autor aber 
entschieden zu weit, wenn er meint, man kénne alle iiberhaupt vor- 
kommenden pathologischen Verfettungen durch Infiltration aus den Fett- 
depots des Kérpers erkliren. DaB eine Degenerationsverfettung tat- 
sichlich vorkommt, wird neuerdings fast allgemein angenommen(F. Kraus, 
Aschoff usw.). Nur entsteht das dabei auftretende Fett eben nicht 
aus dem EiweiB, sondern aus den Lipoiden der Zelle, die durch das cin- 
wirkende lipoidlésliche Gift in Freiheit gesetzt werden. Speziell fiir die 
Organverfettung bei der perniziésen Animie nimmt Mohr’) an, daB die 
Verfettung nicht die Folge der Animie, sondern méglicherweise ihre Ur- 
sache, jedenfalls ihr koordiniert sei, indem die himolytischen Organ- 
lipoide ins Blut gelangen und dort die Erythrocyten zerstéren. Auch 
bei anderen mit Verfettungen und animischen Zustaénden einhergehenden 
Krankheiten ist dieser Kausalnexus nicht a limine abzuweisen. Be- 
merkenswerterweise sicht man den Vorgang sogar bei der Wirkung 
der chemischen Blutgifte, z. B. beim Toluylendiamin. Wie Joannovicz 
und Pick®) gezeigt haben, macht dasselbe, wie auch viele andere Blut- 
gifte, eine hochgradige Degeneration der Leber und erst sekundar auf 
dem Wege iiber die Organverfettung werden die Erscheinungen der An- 
amie hervorgerufen. Mohr hat nun die Ansicht vertreten, daB die 
Organverfettung kein einheitlicher ProzeB8 ist, sondern sich aus 2 Vor- 
gingen zusammensetzt: aus der Fettmetamorphose infolge der De- 
komposition der Organzellen und aus der Fettinfiltration. Nur die aus 
den Organzellen freiwerdenden Lipoide sind imstande, rote Blutkérperchen 
zu zerstéren, wahrend dem aus den Depots herstammenden Transport- 
fett diese Fahigkeit nicht zukommt. Diese Ansicht fand eine Bestiti- 
gung durch die Versuche Maidorns®), der besonders die durch zwei 
Blutgifte — das Toluylendiamin und den Phosphor — erzeugten Leber- 
verfettungen auf ihre himolytische Fahigkeit in vitro untersuchte. Er 
kommt ebenfalls zu dem Schlusse, daB nur das _ ,,Degenerationsfett 
haimolytisch wirkt, das Infiltrationsfett dagegen gar nicht oder doch nur 
in dem Grade, als ihm freie, ungesittigte Fettsiuren beigemengt sind. 


In Fortsetzung der Maidornschen Versuche stellte ich 
mir die Aufgabe, auch eine Reihe anderer durch verschieden- 
artige Momente erzeugte Leberverfettungen von diesem Ge- 
sichtspunkte aus zu priifen und hinsichtlich ihres biologischen 


1) Mohr, Zur Biologie und Chemie der Organverfettung. Verhdl. 
d. Ges. Deutsch. Naturf. u. Arzte 1910 und Oppenheimers Handb. d. 
Biochem. 4. 

*) Joannovicz und Pick, Beitrag zur Kenntnis der Toluylen- 
diaminvergiftung. Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 6, 185ff. 

%) Maidorn, Zur Chemie der Blutgiftanimien. Diese Zeitschr. 1912. 
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Verhaltens, i. e. ihrer hamolytischen Wirksamkeit, miteinander 
zu vergleichen. Gleichzeitig wurden Versuche angestellt, die 
den Einflu8 der Traubenzuckerfiitterung auf die Verfettung 
zeigen sollten. MaBgebend war dabei der Gedanke, da 
méglicherweise auf diese Weise Infiltrations- und Degenerations- 
fette unterschieden werden konnten. Als Paradigmata wurden 
Leberverfettungen gewahlt, die erzielt waren: 

1. durch Hungern, 

2. 2» Phlorizin, 

3. » acute Toluylendiaminvergiftung, 
»  chronische ” 
»  Uberhitzung, 
6. »  postmortale Autolyse. 


S > 


Fiir jeden Versuch wurden zwei méglichst gleichgroBe Tiere 
(Kaninchen) verwendet und aus den beiden Resultaten jeweils das Mittel 
gezogen. Wichtig ist, daB auch die iiberhitzten, sowie die mit Phlorizin 
und Toluylendiamin behandelten Tiere waihrend der ganzen Dauer des 
Experimentes ohne Nahrung blieben. Gleichzeitig wurden immer zwei 
Paralleltiere auf dieselbe Weise behandelt, daneben aber mit Trauben- 
zucker gefiittert. 

Als Extraktionsmethode benutzte ich die von Joannovicz und 
Pick im Jahre 1909 beschriebene, nach der auch Maidorn arbeitete: 
Kochen mit Alkohol, Extraktion mit Ather im Soxhlet, Fallung der 
Phosphatide und einiger anderer stérender Substanzen durch Aceton, 
Aufnahme des zur Trockne eingeengten atheracetonléslichen Riickstandes 
in Methylalkohol. Die methylalkohollésliche Fraktion besteht aus einem 
Gemenge verschiedenartiger Lipoide und enthalt nach den Untersuchungen 
von Joannovicz und Pick die Hauptmasse der himolytisch wirksamen 
Fettsubstanzen. Der Methylalkohol eignet sich ganz besonders gut fiir 
diese Versuche, weil er selbst im Gegensatz zum Athylalkohol keine 
oder nur geringe blutkérperchenauflésende Wirkungen entfaltet. Es 
ergibt sich also hieraus der groBe Vorteil, daB man die Extrakte in 
Lésung, statt — wie es bei den ilteren Methoden, z. B. der Auf- 
schwemmung in Kochsalzlésung, der Fall war — in Emulsion auf ihre 
himolytische Fahigkeit priifen kann. Ob es sich allerdings hierbei um 
echte Lésungen handelt, erscheint mir zweifelhaft. Einige Extrakte 
blieben bei der Aufnahme in wenig Methylalkohol zunichst triibe und 
undurchsichtig, und erst bei allmahlichem ZugieBen von weiteren Quanti- 
titen Methylalkohol hellten sie sich ganz plétzlich auf. Am aus- 
gepragtesten zeigten dieses Verhalten diejenigen Extrakte, die, wie sich 
spater herausstellte, sehr stark himolytisch wirkten, Ob man hiernach 
zu dem Schlusse berechtigt ist, daB der Methylalkohol fiir freie Fett- 
siuren ein geringeres Lésungsvermégen als fiir andere Fette besitzt, 
kann ich nicht entscheiden. 
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Das hamolytische System, von Maidorn dnderte ich dahin ab, 
daB ich gréBere Quantitaéten Blut zu den Versuchen verwendete, und 
zwar durchweg 1 ccm einer 5°/,igen Hammelblutkérperchenaufschwem- 
mung in 0,85°/,iger Kochsalzlésung. Infolgedessen waren natiirlich auch 
groBere Extraktmengen zur Erzeugung kompletter Hiaimolyse erforder- 
lich. Da ich aber von vornherein nur mit Methylalkohol verdiinnte, 
ergab sich die Méglichkeit einer zu starken Konzentration desselben 
gegeniiber der Blutkérperchenaufschwemmung und damit der Gefahr 
einer stérenden durch den Methylalkohol hervorgerufenen EiweiBfillung 
vorzubeugen. Dieses suchte ich nach Méglichkeit dadurch zu vermeiden, 
da8 ich die Gesamtfliissigkeit durch Kochsalzlésung auf ein héheres Volu- 
men auffiillte, und zwar in jedem Falle auf 4 ccm. Wie ich festgestellt 
hatte, war in dieser Konzentration 0,6 com Methylalkohol der gerade nicht 
mehr hamolytisch wirkende Grenzwert. Dieses Quantum durfte daher 
nicht iiberschritten werden, um nicht etwa durch Methylalkohol allein 
Hamolyse zu erzeugen. So ergab sich folgendes Schema: 




















Versuch Methy a 0,85°/,ige 5 “loige te aaa 
Nr. — NaCl-Lésung er man 
ecm aufschwemmung 
1 0,6 | 2,0 + 0,4 
: 0,5 | 2,040,5 
3 0,4 2,0 + 0,6 
4 0,3 2,0 + 0,7 je 1 ccm 
5 0,2 2,0+0,8 
6 0,1 2,0 +0,9 
7 - 3,0 











Nachdem hiernach die himolytisch wirkende Extraktmenge im 
Groben bestimmt war, versuchte ich den Grenzwert noch genauer 
zwischen zwei Gliedern zu ermitteln, indem ich 10 Stufen dazwischen 
einschob, die untereinander eine Differenz von je 0,01 ccm aufwiesen. 

Die Versuchstiere befanden sich bei Beginn in einem als normal 
zu bezeichnenden, einzelne — wie z. B. die zur chronischen Toluylen- 
diaminvergiftung verwendeten — sogar in einem sehr guten Ernahrungs- 
zustande. Bei der relativen Kleinheit der Kaninchenlebern im all- 
gemeinen und bei dem stark differierenden Gewicht der verwendeten 
Versuchstiere und ihrer Lebern war es nicht gut angingig, gleichgroBe 
Portionen der Organe zur Bestimmung des Lipoidgehaltes und der 
hamolytischen Wirkungen zu benutzen. Es wurde daher in allen Fillen 
die ganze Leber verarbeitet. Nachdem die absolute Menge der methy]- 
alkoholléslichen Fraktion bestimmt war, wurden die so gefundenen Werte 
in Prozente umgerechnet. So ergab sich die Méglichkeit eines direkten 
Vergleiches der einzelnen Resultate untereinander. Besonderer Wert 
wurde darauf gelegt, daB die Organe sofort nach dem durch Entblutung 
herbeigefiihrten Tode der Tiere verarbeitet wurden. Ein spontaner 
Exitus wurde nach Médglichkeit verhiitet; sobald ein Tier einen mori- 
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bunden Eindruck machte, wurde es getétet und gleichzeitig mit ihm 
auch die Kontrolltiere. 

Bei der folgenden Zusammenstellung ist jedesmal angegeben, ob 
die Leber verfettet war oder nicht. Es muB8 jedoch betont werden, daB 
sich diese Notizen nur auf den makroskopischen Befund beziehen. Es 
kann daher nicht wundernehmen, daB in einigen Fillen diese Angaben 
mit der Menge des tatsichlich extrahierten Fettes in Widerspruch stehen. 
Wie Rosenfeld mit Recht immer wieder betont, laBt sich der Grad 
der Verfettung weder durch makroskopische noch durch mikroskopische 
Betrachtung auch nur anniahernd schitzen. Der Eindruck reichlichen 
Fettgehaltes wird sehr hiufig dadurch hervorgerufen, daB die vorher 
gleichmaBig in der Zellsubstanz verteilten und daher nicht sichtbaren 
Fette aus irgendeinem Grunde in Tropfenform ausfallen, wahrend um- 
gekehrt stark fetthaltige Organe einen durchaus normalen Eindruck 
machen kénnen. Einzig ausschlaggebend kann hier nur die chemische 
Analyse sein. 


I. Normallebern. 


Die Tiere befanden sich in normalem Ernahrungszustande 
und wurden durch Nackenschlag und Entblutung getétet. Die 
Extrakte wurden nur auf das Gewicht des Leberbreies und 
nicht wie sonst auf das Doppelte desselben aufgefiillt, weil in 
dieser Verdiinnung eine komplette Hamolyse iiberhaupt nicht 
eintrat. Etwas st6rend wirkte es, daB bei dieser Konzentration 
nicht eine klare Lésung der Lipoide, sondern eine — aller- 
dings vollig homogene — Emulsion entstand; die Beurteilung 
der Hamolysen wurde dadurch etwas erschwert. Die Resultate 
waren folgende: 


Normal I: Gewicht des Kaninchens 1003 g. Gewicht des frischen 
Leberbreies 26,5 g, des Atheracetonriickstandes 0,366 g = 1,38°/,, des 
Methylalkoholriickstandes 0,275 g = 1,038°/, des frischen Organbreies. 
1 ccm des in Methylalkohol gelésten und auf 26,5 com aufgefiillten. Ex- 
trakts enthielt also 0,01038 g Lipoide. Die Grenze der kompletten 
Hamolyse lag bei 0,36 ccm, entsprechend einer Lipoidmenge von 3,74 mg. 

Normal II: Gewicht des Kaninchens 1183,5 g. Gewicht des frischen 
Leberbreies 35,0 g, des Atheracetonriickstandes 0,5 g = 1,43°/,, des 
Methylalkoholriickstandes 0,317 g = 0,906°/, des frischen Organbreies. 
l com der Methylalkohollésung enthielt 0,00906 g Lipoide. Komplette 
Hamolyse zu erzeugen vermochten noch 0,48 ccm, 4,35 mg Lipoid ent- 
haltend. 


Als Mittelwert des methylalkoholléslichen Anteils der 
Normallebern ergaben sich also 0,972°/, des Organbreies. Die 
niedrigste Grenze der kompletten Hiamolyse lag im Mittel bei 
einer Lipoidmenge von 4,045 mg. 
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II. Autolyse. 


Im AnschluB hieran seien die Versuche erwahnt, die ich 
an autolysierten Organen anstellte. 

Ein in normalem Ernahrungszustande befindliches Kanin- 
chen von 1936 g Gewicht wurde durch Entblutung getétet, die 
Leber jedoch nicht sofort verarbeitet, sondern 2 Tage bei 
Korpertemperatur sich selbst iiberlassen. Das Gewicht des 
Organbreies betrug nach dieser Zeit genau 50,0 g. Extrahiert 
wurde nach der angegebenen Methode ein methylalkohollés- 
licher Riickstand von 1,605 g == 3,21°/, des Leberbreies. Der 
Riickstand erwies sich so stark himolytisch, daB noch in zehn- 
facher Verdiinnung mit Methylalkohol 0,15 ccm komplette 
Hiamolyse erzeugten. In 1 ccm des auf das Lebergewicht (50,0) 
aufgefiillten Extraktes waren 0,0321 g Lipoide enthalten, in 
der zehnfachen Verdiinnung also 0,00321 g. Da noch 0,15 ccm 
in dieser Konzentration himolysierend wirkten, lag der himo- 
lytische Grenzwert bei einer Extraktmenge von 0,4815 mg. 

Der Unterschied zwischen frisch verarbeiteter und auto- 
lysierter Leber ist also ein auBerordentlich betrachtlicher, und 
zwar sowohl in quantitativer wie in qualitativer Beziehung. 
Gleiche Extraktmengen wirken nach der Autolyse fast 9 mal 
stirker, wahrend die Menge der methylalkoholléslichen Lipoide 
an sich reichlich 3mal so groB ist wie die von normalen 
Organen. Die Quelle dieser stark himotoxischen Stoffe ist wohl 
auf eine Zersetzung des ,,Lecithins“ zuriickzufiihren. Ob es sich 
dabei einfach um eine Spaltung handelt, wobei freie Fettsiuren 
entstehen (Joannovicz und Pick), die himolytische Eigen- 
schaften haben, oder um die Bildung von _,,Toxolecithiden“ 
(Friedemann’) analog dem Kobralecithid von Kyes, ist nicht 
entschieden. 

Bemerkenswert ist, da8 sich unter pathologischen Bedin- 
gungen idhnliche Prozesse in nicht autolysierten Organen ab- 
spielen, z. B. bei den Phosphorlebern (Heffter), in der Placenta 
der Eklamptischen (Mohr und Heimann’). 


1) Friedemann, Uber die hamotoxischen Stoffe der Organe. Arch. 
f. Hyg. 69, 178. 

*) Mobr und Heimann, Zur Chemie der normalen und Eklampsie- 
Placenta. Diese Zeitschr. 46, 5, 1912. 
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III. Fettleber durch Hunger. 


Die Dauer der Hungerzeit betrug 5 Tage. Vor Beginn 
derselben waren die Tiere mehrere Tage sehr reichlich mit 
kohlenhydratreicher Nahrung (Kartoffeln) gefiittert worden. Die 
Extrakte wurden hier wie bei allen folgenden Versuchen auf 
das Doppelte des Lebergewichts aufgefiillt. 

Hunger I: Gewicht des Kaninchens zu Beginn 1020 g. Tod am 
5. Hungertage durch Entblutung. Die Leber war nur wenig verfettet. 
Gewicht des frischen Organbreies 25,5 g, des Atheracetonriickstandes 
0,830 g = 3,255°/,, des Methylalkoholriickstandes 0,522 g = 2,047°/,. 
leem der auf das doppelte Lebergewicht aufgefiillten Methylalkohol- 
lésung ‘enthielt also 0,01024 g. Die Grenze der kompletten Hamolyse 
lag bei 0,24 ccm; darin waren 2,46 mg Lipoidsubstanzen enthalten. 

Hunger II: Gewicht des Kaninchens zu Beginn 1136,5 g. Nach 
5 Hungertagen Tod durch Entblutung. Die Leber war makroskopisch 
deutlich verfettet. Gewicht des frischen Organbreies 29,3 g, des Ather- 
acetonriickstandes 0,725 g = 2,4744°/,, des Methylalkoholriickstandes 
0,564 g = 1,925°/, 'des Leberbreies. Die Grenze der Haimolyse lag bei 
0,38 cem der Methylelkohollésung, entsprechend einer Lipoidmenge von 
3,76 mg. 

Mittelwert der methylajkoholléslichen Fraktion der Hunger- 
lebern gleich 1,986°/,, also reichlich doppelt so hoch wie bei den 
Normallebern. Als Mittelwert fiir die komplette Hamolyse er- 
gab sich bei den Hungertieren 3,11 mg Extrakt. 

Zwei andere Tiere, die bis zum 4. Tage gehungert hatten, 
wurden von da an mit Traubenzucker gefiittert und ebenfalls 
am 5. Tage, 24 Stunden nach Beginn der Zuckerfiitterung, 
getétet. Die Resultate waren folgende: 

Hunger + Traubenzucker I: Gewicht des Kaninchens zu Be- 
ginn 1903 g, am 4. Tage vor Beginn der Traubenzuckerfiitterung 1581 g, 
am 5. Tage 1605,5 g. Vom 4. zum 5. Tage hatte das Tier in etwas mehr 
als 24 Stunden etwa 50 bis 60 g Traubenzucker gefressen. Die Leber 
war nicht deutlich verfettet. Gewicht des frischen Organbreies 47,2 g, 
des Atheracetonriickstandes 0,775 g = 1,642°/,, des Methylalkoholriick- 
standes 0,440 g = 0,932°/, des Leberbreies. Niedrigste Grenze der kom- 
pletten Himolyse bei 0,48 cem der Methylalkohollésung gleich 2,24 mg 
Lipoid. 

Hunger + Traubenzucker II: Gewicht des Kaninchens zu Be- 
ginn 1057 g, am 5. Tage (nach der Zuckerfiitterung) 901 g. Vom 4. bis 
5. Tage hatte das Tier innerhalb 24 Stunden ca. 30 g Traubenzucker 
gefressen. Die Leber war nicht deutlich verfettet. Gewicht des frischen 
Organbreies 29,0 g, des Atheracetonriickstandes 0,538 g == 1,855°/,, des 
Methylalkoholriickstandes 0,498 g = 1,7172°/, des Leberbreies. Kom- 
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plette Hamolyse erzeugten noch 0,39 ccm der Lésung gleich 3,34 mg 
Extrakt. 

Der Mittelwert der Methylalkoholfraktion der Hunger- 
lebern III und IV betragt somit 1,3246°/,, ist also wesentlich 
niedriger als bei den Hungertieren I und II, die keinen Trauben- 
zucker bekommen hatten. 


IV. Fettleber durch Phlorizin. 


Der erste, der eine Verfettung durch Phlorizin beobachtete, 
war Rosenfeld. Er gab Hunden, die 5 Tage gehungert hatten, 
am 6. und 7. Tage 10 g Phlorizin auf 5 kg K6rpergewicht. 
Tétete er die Tiere am 8. Tage, so fand sich eine betrachtliche 
Verfettung der Leber, die bis zu 75°/, der Trockensubstanz 
betrug. LieB er die Tiere weiter am Leben, so heilte die Fett- 
leber. Ferner beobachtete er ein Ausbleiben der Verfettung, 
wenn auBer dem Phlorizin Glykogenbildner gegeben wurden. 
Daraus zieht er den SchluB, daB es sich um eine reine In- 
filtrationsverfettung handeln miisse. Bei mir gestaltete sich 
die Versuchsanordnung etwas anders. Das Phlorizin wurde 
nicht per os, sondern subcutan in Wasser verabreicht, dem zur 
Erhéhung der Léslichkeit eine Spur Alkohol zugesetzt war. Es 
wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen Phlorizin gegeben, 
und zwar in geringerer Menge als in den Rosenfeldschen 
Versuchen: auf ca. 1 kg Lebendgewicht 0,3 g. Getétet wurden 
die Tiere am 3. Tage, ungefaihr 6 bis 8 Stunden nach der 
letzten Phlorizindarreichung. Die Tiere I und II blieben wahrend 
der Dauer des Versuchs ohne Nahrung. 

Phlorizin I: Gewicht des Kaninchens zu Beginn 1326,5 g. Phlo- 
rizin wurde gegeben am 1. bis 3. Tage je 0,4 g. Gewicht am Ende des 
3. Tages 957 g. Die Leber war makroskopisch nur wenig verfettet. Ge- 
wicht des frischen Organbreies 29,0 g, des Atheracetonriickstandes 0,562 g 
= 1,938°/,, des Methylalkoholriickstandes 0,519 g = 1,79°/, des Leber- 
breies. Die Grenze der kompletten Hamolyse lag bei 0,25 ccm der Me- 
thylalkohollésung gleich 2,24 mg Extrakt. 

Phlorizin Il: Gewicht des Kaninchens zu Beginn 2344,5g. Phlo- 
rizin am 1. bis 3. Tage je 0,7 g. Gewicht am Ende des 3. Tages 1828,5g. 
Die Leber war makroskopisch nicht verfettet. Gewicht des frischen 
Organbreies 43,2 g, des Atheracetonriickstandes 0,972 g = 2,25°/,, des 
Methylalkoholriickstandes 0,890 g = 2,06/,. Niedrigste Grenze der kom- 
pletten Hamolyse bei 0,19 com der Methylalkohollésung, entsprechend 
einer Lipoidmenge von 1,95 mg. 
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Der Mittelwert der Methylalkoholfraktion der Phlorizin- 
lebern I und II betrug also 1,925°/,. Die Verfettung durch 
3 tagige Phlorizinverabreichung ist annahernd die gleiche wie 
durch 5tagiges Hungern. Die hiamolytischc Wirksamkeit ist 
jedoch hier starker als bei den Lebern der Hungertiere. 2,095 mg 
Extrakt im Mittel sind bei den Phlorizintieren schon imstande, 
1 cem einer 5°/, igen Hammelblutkérperchenaufschwemmung 
volistandig zu lésen, waihrend dies bei den Hungertieren erst 
3,11 mg vermogen. 

Zwei in derselben Weise mit Phlorizin behandelte Tiere 
wurden mit Traubenzucker gefiittert, und zwar begann die 
Fiitterung ca. 30 Stunden vor der Tétung. Die Resultate waren 
folgende: 

Phlorizin + Traubenzucker I: Gewicht des Kaninchens bei 
Beginn 1164 g. Am 1. bis 3. Tage wurden je 0,35 g Phlorizin gegeben. 
Gewicht am Ende des 3. Tages 893 g. Die Leber war deutlich verfettet, 
enthielt sehr viel Coccidien, deren vollstandige Entfernung nicht méglich 
war. Gewicht des frischen Organbreies 33,2 g, des Atheracetonriick- 
standes 0,744g = 2,24°/,, des Methylalkoholriickstandes 0,562 g = 1,693 °/,. 
Die Grenze der kompletten Himolyse bei 0,26 ccm der Methylalkohol- 
lésung gleich 2,20 mg Extrakt. 

Phlorizin + Traubenzucker II: Gewicht des Kaninchens bei 
Beginn 2518 g. Phlorizin wurde am 1. bis 3. Tage je 0,76 g gegeben. 
Gewicht am Ende des 3. Tages 2125 g. Die Leber war deutlich in toto 
verfettet. Gewicht des frischen Organbreies 45,0 g, des Atheracetonriick- 
standes 0,819 g = 1,82°/,, des Methylalkoholriickstandes 0,716 g = 1,591°/,. 
Der Grenzwert der kompletten Himolyse betrug 0,17 com Methylalkohol- 
lésung, entsprechend einer Lipoidmenge von 1,35 mg. 

Der Mittelwert fiir die Methylalkoholfraktion der Phlorizin- 
lebern III und IV betrug 1,642°/, des frischen Organbreies. 
Der Einfiu8 des Traubenzuckers ist hier also geringer als bei 


den Hungertieren. 


V. Fettleber durch akute Toluylendiaminvergiftung. 


Auch das Toluylendiamin wurde nicht per os, sondern 
subcutan in Wasser gelést verabreicht. Die Dauer der Ver- 
giftung betrug in allen 4 Fillen etwas weniger als 3 Tage. Ge- 
geben wurde das Gift am 1. und 2. Tage. 18 bis 20 Stunden 
nach der letzten Injektion starb das eine Tier; wenige Minuten 
nach dem Exitus wurde die Leber entnommen und verarbeitet. 
Gleichzeitig wurden auch die drei iibrigen Kaninchen getétet 
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und ihre Lebern in derselben Weise behandelt. Ein deutlicher 
Ikterus trat in keinem Falle auf. 


Toluylen akut I: Das Gewicht des Kaninchens betrug zu Anfang 
1291 g. Toluylendiamin wurde am 1. und 2. Tage subcutan gegeben, 
und zwar je 0,4 g. Getétet wurde das Tier am 3. Tage. Die Leber 
war deutlich in toto verfettet, enthielt sehr viel Coccidien, deren Ent- 
fernung nur unvollstindig méglich war. Gewicht des frischen Organ- 
breies 42,5 g, des Methylalkoholriickstandes 1,058 g = 2,49°/, der Leber. 
Komplette Haimolyse zu erzeugen vermochten noch 0,09 ccm der Methy]- 
alkohollésung, entsprechend einer Extraktmenge von 1,12 mg. 

Toluylen akut II: Das Tier, dessen Gewicht anfangs 1231,5 g 
betrug, erhielt ebenfalls am 1. und 2. Tage je 0,4 g subcutan. Getdétet 
wurde es am 3. Tage. Die Verfettung der Leber war makroskopisch 
nur gering. Der frische Organbrei wog 40,0 g, der Methylalkoholriick- 
stand 0,901 g = 2,25°/,. Von der methylalkoholischen Lésung geniigten 
0,12 cem zur Erzeugung kompletter Hamolyse, entsprechend einer Extrakt- 
menge von 1,35 mg. 


Der Mittelwert der methylalkoholléslichen Lipoide bei diesen 
beiden Lebern betrug somit 2,37°/,. Als Durchschnitt fiir die 
hamolytisch wirkenden Extraktmengen ergibt sich 1,24 mg. Der 
Grenzwert der Hamolyse ist hier also ein bedeutend hoherer 
als bei den Phlorizin- und Hungertieren. So besteht einmal 


ein quantitativer Unterschied zwischen den Hunger- und Phlo- 
rizinlebern einerseits und den Toluylenlebern andererseits; in 
den letzteren sind mehr methylalkohollésliche Lipoide enthalten 
als in den ersteren. AuBerdem verhalten sich aber die Extrakte 
auch qualitativ verschieden. Bei den Toluylenlebern sind weit 
kleinere Quantitaéten imstande, Haimolyse zu erzeugen. Gleiche 
Extraktmengen enthalten also ganz verschiedene Mengen hi- 
molytischer Substanzen. 


Toluylen akut + Traubenzucker I: Das 2106 g schwere 
Kaninchen bekam am 1. und 2. Tage je 0,65 g Toluylen subcutan. Es 
starb am 3. Tage, ca. 20 Stunden nach der 2. Injektion. Traubenzucker 
hatte das Tier ungefihr in folgenden Quantititen gefressen: 1. Tag: 
25 bis 30 g; 2. Tag: etwa 60 g; 3. Tag: 40g. Makroskopisch bestand 
eine deutliche, wenn auch nicht sehr starke Leberverfettung. Der frische 
Organbrei wog 57,0 g; er ergab einen Methylalkoholriickstand von 
1,238 g = 2,172°/, des Lebergewichtes. 0,1 ccm der auf 114 ccm auf- 
gefiillten Methylalkohollésung wirkten noch komplett hamolysierend, 
entsprechend einer Extraktmenge von 1,09 mg. 

Toluylen akut + Traubenzucker II: Gewicht des Kanin- 
chens zu Beginn 1249,5 g. Injiziert wurden am 1. und 2. Tage je 0,4 g 
Toluylen. Am 3. Tage wurde das Tier in moribundem Zustande getdtet. 
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Die Mengen des gefressenen Traubenzuckers waren: 1. Tag: 25 g; 2. Tag: 
ca. 30 g; 3. Tag: ca. 30g. Die Leber war makroskopisch nur wenig 
verfettet. Der frische Leberbrei wog 40 g; der Methylalkoholriickstand 
0,998 g == 2,485°/,. Von der auf das Doppelte des Lebergewichts (80,0 g) 
aufgefiillten Methylalkohollésung waren noch 0,13 g imstande, komplette 
Hamolyse zu machen. Hierin waren 1,62 mg Extrakt enthalten. 

Die in Methylalkohol léslichen Lipoide der beiden Lebern 
machten im Mittel 2,33°/, des Lebergewichts aus. Man sieht, 
daB bei den Traubenzuckertieren die Verfettung fast genau so 
betrichtlich ist wie bei den zuckerfrei behandelten, ein Ver- 
halten, das von dem der Phlorizin- und Hungertiere abweicht. 
Auch auf die himolytische Wirkung hat die Traubenzucker- 
fiitterung keinen nennenswerten EinfluB ausgeiibt. Einem Durch- 
schnittswert von 1,24 mg bei den Tieren I und II entspricht 
ein solcher von 1,35 mg bei den Tieren III und IV. 


VI. Fettleber durch chronische resp. subakute Toluylen- 
diaminvergiftung. 

Die Dauer der Vergiftung betrug 14 Tage (vom 10. IX. bis 23. [X.). 
Gegeben wurde das Toluylend. bei allen 4 Tieren in folgender Weise: am 
10., 12., 13., 14. IX. 1912 je 0,13 g; am 17., 19., 21., 23. IX je 0,2 g. 
Nr. I und II blieben auch hier waihrend der ganzen Zeit ohne Nahrung. 

Toluylend. chronisch I: Gewicht des Kaninchens zu Beginn 
2957,3 g; nach 6 Tagen 2305 g, nach 14 Tagen 1794 g. Am 9. Tage 
trat ein ganz leichter Ikterus der Konjunktiven auf, der in gleicher In- 
tensitaét, ohne sich zu verstaérken, bis zum Schlusse bestehen blieb. Am 
14. Tage, 10 Stunden nach der Tol.-Injektion, wurde das Tier, das 
an den letzten 2 Tagen einen sehr dekrepiden Eindruck machte, ge- 
tétet. Die Leber war betrachtlich verfettet. Das Gewicht des frischen 
Organbreies betrug 37,5 g. Gewicht des Atheracetonriickstandes 0,773 g 
== 2,06°/,; des Methylalkoholriickstandes 0,599 g = 1,5973°/,. Die nie- 
drigste Grenze der kompletten Himolyse lag bei 0,28 ccm der methy]l- 
alkoholischen Lésung gleich 2,24 mg Extrakt. 

Toluylend. chronisch II: Gewicht des Kaninchens zu Beginn 
2490 g, nach 6 Tagen 1998 g, nach 14 Tagen 1595 g. Ein deutlicher 
Ikterus war nicht zu konstatieren. Am 14. Tage, unmittelbar nach der 
letzten Tol.-Injektion, ging das Tier plétzlich zugrunde. Die Leber, 
die keine deutliche Verfettung aufwies, wurde sofort verarbeitet. Der 
frische Organbrei wog 38,0 g, der Atheracetonriickstand 0,732 g = 1,925°/,, 
der Methylalkoholriickstand 0,636 g = 1,6737°/,. Komplette Hamolyse 
machten noch 0,23 ccm, was einer Extraktmenge von 1,93 mg ent- 
sprechen wiirde. 

Der Prozentgehalt der Lebern dieser beiden Tiere an 


methylalkoholléslichen Lipoiden betrug also im Mittel 1,6355; 
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wahrend die Grenze der kompletten Hamolyse im Mittel bei 
2,085 mg lag. 

Die Traubenzuckerfiitterung der in gleicher Weise mit 
Toluylendiamin behandelten Tiere III und IV begann am 2. Tage 
und wurde bis zum Schlusse fortgesetzt. Beide Tiere fraBen 
schitzungsweise ca. 50 g Traubenzucker pro die. 

Toluylend. chronisch mit Traubenzucker I: Gewicht des 
Kaninchens zu Beginn 2520 g, nach 6 Tagen 2272 g, nach 14 Tagen 
2063 g. Erst kurze Zeit vor dem Exitus trat ein leichter Ikterus auf. 
Das Tier war an den letzten beiden Tagen vollkommen indolent 
und nahm wihrend dieser Zeit nur sehr wenig Traubenzucker. Am 
14. Tage, 10 bis 12 Stunden nach der letzten Injektion, wurde es 
getétet. Die Leberschnittfliche zeigte geringen Fettglanz. Das Gewicht 
des frischen Organbreies betrug 40,0 g. Der Atheracetonriickstand wog 
0,612 g=1,53°/). Der Methylalkoholriickstand wog 0,508 g = 1,27°),. 
0,19 com der methylalkoholischen Lésung wirkten noch komplett hamo- 
lysierend, 1,21 mg Extrakt enthaltend. 

Toluylend. chronisch mit Traubenzucker II: Gewicht des 
Kaninchens zu Beginn 2880 g; nach 6 Tagen 2583 g, nach 14 Tagen 
2424 g. Ein deutlicher Ikterus trat hier nicht auf. Die Leber war nicht 
deutlich verfettet. Der frische Organbrei wog 66,0 g, der Atheraceton- 
riickstand 0,898 g = 1,36°/,, der Methylalkoholriickstand 0,640 g—0,97°/,. 
Komplett hamolysierend wirkten noch 0,32 ccm der Methylalkohollésung, 
entsprechend einer Lipoidmenge von 1,55 mg. 

Das Gewicht des Methylalkoholriickstandes betrug also bei 
diesen Tieren im Mittel 1,12°/, des Leberbreies, waihrend der 
Mittelwert der hamolytisch wirkenden Extraktmengen bei 1,38 mg 
lag. Der EinfluB der Traubenzuckerfiitterung ist also hier im 
Gegensatz zur akuten Vergiftung ziemlich bedeutend. Die 
Lebern der Zuckertiere erreichen annaihernd den Zustand der 
Normallebern. Dieses Ergebnis ist um so bemerkenswerter, als 
die Fiitterung mit Traubenzucker bei weitem nicht ausreichte, 
die Tiere auf ihrem urspriinglichen Gewichte zu erhalten. Im 
iibrigen bestatigen sich die Befunde, die Joannovicz und 
Pick sowie Maidorn bei der chronischen Tol.-Vergiftung 
erheben konnten. Die Menge der methylalkoholléslichen Lipoide 
ist bei der chronischen Vergiftung wesentlich kleiner als bei 


der akuten. 


VII. Fettleber durch Uberhitzung. 
Da8 man durch linger dauernde Einwirkung erhéhter 
Temperaturen auf den Organismus eine Verfettung besonders 
der Leber sowie auch anderer parenchymatéser Organe zu er- 
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zeugen vermoge, beobachtete zuerst Litten’) an Meerschweinchen. 
Man hat auch diese vielfach bestitigte Form der Verfettung 
als Infiltration (Rosenfeld) aufgefaBt, zumal Naunyn bei mit 
Griinfutter ernahrten Kaninchen, die er der Einwirkung erhéhter 
Temperaturen aussetzte, keine Leberverfettung beobachtete. 

Ich setzte 2 Kaninchen in der Weise einer Uberhitzung 
aus, daB ich sie in einem elektrischen Lichtkasten an 3 auf- 
einanderfolgenden Tagen je 12 bis 14 Stunden bei einer Tem- 
peratur belieB, die ich konstant auf etwa 40° zu halten suchte. 
Dies gelang auch bis zu einem gewissen Grade, nur einige 
Male stieg das Thermometer auf kurze Zeit um wenige Grade 
héher. Das erste der beiden Tiere blieb ohne Nahrung, wahrend 
das andere von vornherein mit Traubenzucker gefiittert wurde. 
Das Resultat war folgendes: 

Uberhitzung I: Das Tier wog zu Beginn 1915,5 g; es wurde 
3 Tage in der angegebenen Weise — mit Unterbrechung wahrend der 
Nacht — iiberhitzt und blieb wahrend dieser Zeit ohne Futter. Sein 
Gewicht sank dadurch auf 1460 g. Tod durch Entblutung am Ende 
des 3. Tages. Die Leber war deutlich verfettet. Der frische Organbrei 
wog 60,0 g, wiahrend der Methylalkoholriickstand ein Gewicht von 
1,038 g=1,73°/, hatte. Von dem auf 120 cem aufgefiillten Extrakte 
wirkten noch 0,3 cem komplett himolysierend, entsprechend einer Lipoid- 
menge von 2,595 mg. 

Uberhitzung II: Anfangsgewicht des Tieres 1456 g. Uberhitzung 
in derselben Weise wie bei I. Wiahrend der 3 Tage Fiitterung mit 
Traubenzucker, von dem pro die etwa 30 g gefressen wurden. Gewicht 
des Tieres am Ende des 3. Tages 1174 g. Deutliche Verfettung der 
Leber. Der frische Organbrei wog 37,0 g, der Methylalkoholriickstand 
0,614 g = 1,66°/, des frischen Organes. Von der auf das Doppelte des 
Lebergewichtes (74,0 g) aufgefiillten Methylalkohollésung wirkten noch 
0,28 com komplett himolysierend gleich 2,324 mg Extrakt. 

Der Extrakt aus den Lebern der Traubenzuckertiere weist 
also stiirkere himolytische Eigenschaften auf als der von den 
hungernden Tieren gewonnene. Wie man sieht, kann ich die 
Resultate Naunyns nicht bestatigen; der EinfluB der Trauben- 
zuckerfiitterung auf die Exiraktmenge ist so minimal, daB er 
kaum ins Gewicht fallt. Allerdings ist zuzugeben, daB die 
Zahl der Versuche fiir allgemeine Schliisse zu gering ist. 

Zur besseren Ubersicht will ich die gefundenen Resultate 
noch einmal in einer Tabelle zusammenstellen. 


1) Litten, Uber die Einwirkung erhéhter Temperaturen auf den 
Organismus. Arch. f. pathol. Anat. 70, 10. 
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Tabelle. 
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Fig. 1. Lipoidgebalt in oh. 
Tiere ohne Traubenzucker. 
Tiere mit Traubenzucker. 


Wie aus der Kurve I hervorgeht, zeigt den gréBten Ge- 
halt an methylalkoholléslichen Lipoiden die autolysierte Leber, 
die anderen Verfettungen bleiben zum Teil betriachtlich hinter 
ihr zuriick. 
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Fig. 2. Graphische Darstellung der Lipoidmengen (in Milligramm), 
die imstande sind, 1 ccm einer 5°/, igen Hammelblutkérperchen- 
aufschwemmung zu ldsen. 


Was die Wirkung der Traubenzuckerfiitterung betrifft, so 
ist in allen Fallen ein EinfluB auf den Lipoidgehalt der Leber 
zu konstatieren; allerdings ist er bei der Uberhitzung und bei 
der akuten Toluylendiaminvergiftung so minimal, daB er inner- 
halb der Fehlergrenze liegt. Dagegen zeigen die Organe der 
Traubenzuckertiere bei der Phlorizin- nnd der chronischen 
Toluylendiaminvergiftung sowie im Hungerzustande eine ziem- 
lich betrichtliche Verminderung des Fettgehaltes gegeniiber den 
zuckerfrei behandelten Tieren. Die Theorie Rosenfelds er- 
fihrt hierdurch insofern eine Bestatigung, als durch Kohlen- 
hydratzufuhr die Organverfettung tatsichlich bis zu einem ge- 
wissen Grade verhindert bzw. die schon vorhandene wieder 
riickgingig gemacht wurde. Im Gegensatz hierzu ist die hamo- 
lytische Kraft der Extrakte durch den Traubenzucker nicht 
vermindert worden, im Gegenteil, fast durchweg ist ein starkerer 
himolytischer Effekt bei den Organen der Zuckertiere fest- 
zustellen; einzig davon ausgenommen ist die akute Toluylen- 
diaminvergiftung, bei der die Kohlenhydratfiitterung weder 
quantitativ noch qualitativ einen EinfluB auf die Lipoidsub- 
stanzen ausiibte. 

Die einfachste Deutung dieser Resultate scheint mir fol- 
gende zu sein: Das Fett der Extrakte besteht aus zwei Kom- 
ponenten, von denen die eine himolytische Fahigkeiten besitzt, 
die andere dagegen nicht. Die Wirkung des Traubenzuckers 
erstreckt sich nur auf die letztere, die dadurch zuriickgedrangt 
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wird. Infolgedessen kommt die erstere mehr zur Geltung, da 
sie nun in starkerer Konzentration in den Extrakten enthalten 
ist. Der nicht hamolytisch wirkende Anteil diirfte dem Neutral- 
fett entsprechen, das infolge des durch die Ernaihrungsstérung 
bedingten Fetttransportes aus den Depots einwandert, wihrend 
die himotoxische Komponente wahrscheinlich aus den Lipoiden 
der Organzellen entsteht. 

Ein Einwand lieBe sich allerdings gegen diese Beweis- 
fiihrung erheben, namlich der, daB der EinfluB des Trauben- 
zuckers auf das Gesamtfett nicht untersucht, sondern immer 
nur ein Teil desselben, die Methylalkoholfraktion, beriicksichtigt 
worden ist. Immerhin lehrt ein Blick auf die Tabelle, dab 
auch der Atheracetonriickstand, bei dem vom Gesamtfett nur 
die Phosphatide fehlen, bei den Traubenzuckertieren iiberall 
geringer ist als bei den zuckerfrei behandelten Tieren. 

In den Rahmen der Mohrschen Hypothese wiirden die 
eben erérterten Anschauungen jedenfalls gut passen. Man sieht, 
daB die Organverfettung kein einheitlicher ProzeB ist, sondern 
sich aus zwei Vorgiingen zusammensetzt: aus der Fettinfiltration, 
die infolge der Ernahrungsstérung einsetzt, und aus der Fett- 
degeneration infolge der Einwirkung des lipoidléslichen Giftes 
auf die Lipoide der Zellmembran und des Protoplasmas. Himo- 
lytische Fahigkeit kommt nur den aus den Organzellen frei- 
werdenden Lipoidstoffen zu, wahrend das infiltrierte Fett nicht 
oder doch nur in geringem Mabe blutkérperzerstérend wirkt. 
Je mehr die Degenerationszustande hervortreten, um so stirker 
ist die himolytische Wirkung. Bemerkenswert ist, daB auch 
im einfachen Hungerzustande ohne Giftzufubr sich himolytische 
Stoffe bilden. Wahrend bei den Normaltieren 4,05 mg Extrakt 
notig waren, um 1 cem der Blutkérperchenaufschwemmung 
vollstandig zu lésen, hatten bei den Hungertieren schon 3,11 mg 
dieselbe Wirkung. Es ist ja auch ohne weiteres einleuchtend, 
daB bei einer derartig eingreifenden Prozedur, wie sie eine 
vollstandige Entziehung der Nahrung bedeutet, die Organzellen 
eine Alteration erfahren, die allerdings in unserem Falle nicht 
sehr bedeutend ist. Auf diese Weise wiirde sich der starkere 
hamolytische Effekt gegeniiber den Normaltieren erklaren. Durch 
die nachtrigliche Zufiihrung von Traubenzucker geht die In- 


filtrationsverfettung zuriick, wihrend das _ ,,Degenerationsfett“ 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 13 
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nun prozentualiter in den Extrakten iiberwiegt. Daher die 
starkere Hamolyse. Allerdings kénnte diese Erklirung gerade 
bei den Hungertieren gewissen Schwierigkeiten begegnen, da 
mit der Zufiihrung der Kohlenhydrate auch der Grund fiir 
eine Degeneration wegfallt. Méglicherweise liegen hier die Ver- 
haltnisse so, daB durch die Zuckerfiitterung zunichst nur die 
Infiltration aufhért bzw. eingeschriankt wird, wihrend die be- 
reits vorhandenen Degenerationszustinde der Zellen langere 
Zeit zu ihrer Regeneration bediirfen. Dabei mu8B man die 
Frage aufwerfen, ob nicht durch den Zerfall der Zellen im 
Hungerzustande Stoffe entstehen, die ihrerseits wieder toxische 
Wirkungen im Organismus entfalten. Dasselbe gilt auch von 
den iiberhitzten Tieren: auch hier liegt die Méglichkeit vor, 
daB durch die Zellschidigung Produkte sich bilden, von denen 
wiederum eine Giftwirkung ausgeht. Eine sichere Entscheidung 
in dieser Frage, deren Lésung fiir die Lehre vom Fieber- 
stoffwechsel von sehr groBer Bedeutung sein wiirde, kénnen 
die angestellten Versuche natiirlich nicht bieten. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, ist bei den Phlorizin- 
ticren der EinfluB des Traubenzuckers etwas geringer als bei 
den Hungertieren. Dieses Resultat ist mit den Angaben Rosen- 
felds, der durch Glykogenbildner die Verfettung vollstandig 
verhinderte, nicht ganz in Einklang zu bringen. Liefe sich 
dieser Gegensatz allenfalls daraus erkliren, daB Rosenfeld 
vom ersten Tage an zugleich mit dem Phlorizin Zucker ver- 
abreichte, wahrend dies bei meinen Versuchen erst wiahrend 
der letzten 30 Stunden geschah, so spricht doch das biologische 
Verhalten dieser Lipoide gegen die Behauptung Rosenfelds, 
daB es sich bei der Phlorizinverfettung ausschlieBlich um In- 
filtration aus den Fettdepots handelt. Denn der himolytische 
Wert ist hier, wie bereits erdrtert, gegeniiber den Hungertieren 
wieder gestiegen. Auch die starkere Hamolyse der Trauben- 
zuckertiere spricht dafiir, daB Degenerationen mit im Spiele 
sind. Durch die Zuckerfiitterung wird eben die Infiltrations- 
verfettung geringer, wihrend das Degenerationsfett in den 
Extrakten relativ iiberwiegt. Rosenfeld erwahnt als Stiitze 
fiir seine Theorie Versuche an Hammelfetthunden; d. h. an 
Hunden, deren Depots erst durch langeren Hunger fettfrei ge- 
macht und dann mit Hammelfett durch Verfiitterung desselben 
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angefiillt waren. Gab er diesen Tieren Phlorizin, so beobachtete 
er, daB das aus der Leber extrahierte Fett bis zu 50°/, aus 
Hammelfett bestand. Aus diesem Resultat liBt sich nur er- 
sehen, daB das Leberfett zur Hialfte aus Infiltrationsfett be- 
steht. Uber die Herkunft und die Art der anderen 50°), laBt 
sich nichts aussagen. Die SchluBfolgerung Rosenfelds, daB 
man aus diesem Versuche auf eine reine Fettinfiltration schlieBen 
kénne, scheint mir nicht zwingend. Dieses Ergebnis bildet 
also auch keinen Gegenbeweis gegen die oben niher erdérterte 
Ansicht, daB die Fettleber bei Phlorizinvergiftung zum Teil 
auf Infiltration beruht, zum Teil aber auch Degenerationsvor- 
gingen ihre Entstehung verdankt. 

Etwas anders liegen die Verhiltnisse bei der akuten To- 
luylendiaminvergiftung. Da der Traubenzucker hier ohne Wir- 
kung ist, wiirde man im Sinne der obigen Ausfiihrungen eine 
, Degenerationsverfettung“ anzunehmen haben, die durch Gly- 
kogenbildner eben nicht beeinfluBt wird. Allerdings ist dieser 
SchluB nicht ohne weiteres zwingend, man kénnte beispielsweise 
annehmen, daB das Toluylendiamin eine Glykogenbildung aus 
der Nahrung unméglich macht und aus diesem Grunde die 
Leberzellen gezwungen werden, zur Erhaltung ihrer Spannkraft 
Fett in gréBberen Mengen aus den Depots heranzuziehen. In- 
folgedessen wiirde man dann trotz der Traubenzuckerfiitterung 
eine ebenso betrichtliche Verfettung finden wie bei den hungern- 
den Tieren. Diese Anschauung wird von Rosenfeld in bezug 


auf die Phosphorvergiftung vertreten, bei der ebenfalls die 
Zuckerfiitterung ohne Wirkung ist. Rosenfeld erklirt das 
aus der Annahme, daB die Leber durch Phosphorvergiftung 
eine Schaidigung ihrer Funktion erfahrt; sie soll die Fiahigkeit, 
Glykogen aus der Nahrung zu bilden und in ihren Zellen auf- 


zuspeichern, verlieren. 

Diese Erklirung ist aber nicht ausreichend fiir unser Re- 
sultat bei der Toluylendiaminvergiftung. Denn wir haben an- 
nihernd den gleichen Befund bei der Toluylendiamin- und der 
autolysierten Leber, d. h. eine betrichtliche Vermehrung hiimo- 
toxischer Lipoidsubstanzen. Bei der Autolyse handelt es sich 
aber nicht um ein von auBen hinzugekommenes Fett, also um 
Infiltrationsverfetfung, sondern um ,,Degeneration“. Daraus ist 
der SchluB berechtigt, daB auch die Toluylendiaminverfettung 
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degenerativer Natur ist. Ob das Fehlen einer Traubenzucker- 
wirkung mehr fiir die Rosenfeldsche Annahme einer funk- 
tionellen Leberschiidigung spricht oder fiir die eben erdrterte 
Anschauung, daB es sich hierbei um Degenerationszustainde 
handelt, die durch Kohlenhydrate nicht beeinfluBt werden, lasse 
ich dahingestellt. Die letztere Annahme scheint mir jedenfalls 
die gréBere Wahrscheinlichkeit fiir sich zu haben. 


Zusammenfassung. 


Fassen wir die Resultate dieser Untersuchungen zusammen, 
so ergibt sich folgendes: 


1. Die Organverfettungen setzen sich aus zwei Kompo- 
nenten zusammen: aus der Fettdegeneration, die infolge der 
Dekomposition der Organzellen entsteht, und der Fettinfiltration 
aus den Fettdepots. 

2. Hamolytische Stoffe entstehen nur bei der Fettdegenera- 
tion. Das aus den Depots infiltrierte Fett ist ohne EinfluB 
auf die hamolytische Fahigkeit der Extrakte. 

3. Am stirksten hamolytisch wirkt der Extrakt der autoly- 
sierten Organe. Bei der Fettdegeneration spielen sich ahnliche 
Prozesse wie bei der Autolyse ab. Je mehr Degenerationsfett 
die Extrakte enthalten, um so mehr nahern sie sich in ihrem 
biologischen Verhalten dem autolysierten Organ. 

4. Durch die Traubenzuckerfiitterung wird nur die Infiltra- 
tion eingeschrinkt. Diejenige Komponente der Verfettung, die 
degenerativen Prozessen ihre Entstehung verdankt, wird durch 
Kohlenhydratfiitterung nicht beeinfluBt. Infolgedessen steigt bei 
den Traubenzuckertieren der himolytische Grenzwert: Die In- 
filtration nimmt hier ab, wodurch das Degenerationsfett mehr 
zur Geltung kommt, da es nun prozentualiter iiberwiegt. 





Muskulatur und Glykolyse. 


Vorlaufige Mitteilung. 
Von 
Alfred Gigon und Max Massini. 


(Aus der Allgemeinen Poliklinik zu Basel.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1913.) 


Die Muskulatur diirfte im lebenden Organismus die Haupt- 
statte der Zuckerzerstérung sein. Die Bedingungen der Zucker- 
verbrennung im Muskel sind aber bis jetzt noch unbekannt. 
Vor 10 Jahren veréffentlichte O. Cohnheim’) eine Anzahl von 
Untersuchungen, die ihn zu einem Resultat von der gréBten 
Bedeutung fiihren sollten. Er glaubte gefunden zu haben, daB 
Muskel- und Pankreassaft jedes fiir sich digeriert nur geringe 
Mengen Zucker zerstérte, eine Mischung der PreBsifte dagegen 
groBe Traubenzuckermengen zu zerstéren imstande war. Seine 
SchluBfolgerungen fanden aber in Embden und Claus’) scharfe 
Kritiker. Im Jahre 1906 erschien eine letzte Publikation 
Cohnheims*), in der derselbe seine urspriingliche Ansicht 
etwas modifizierte. Nach seinen letzten Versuchen sollte auch 
der MuskelpreBsaft allein eine glykolytische Fahigkeit entfalten 
kénnen. Trotz dieser letzten Mitteilung Cohnheims wird 
jetzt in der Literatur meistens der Standpunkt vertreten, dab 
entsprechend den Embden-Clausschen Versuchen weder Mus- 
kel- noch Pankreassaft, noch eine Mischung beider Siafte das 
Vermégen, Traubenzucker zu zerstéren, besitzen. Vor kurzem 
wollen Starling, Wilenko, Loewi am iiberlebenden Herzen 


?) O. Cohnheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 396, 1903 und 
42, 401, 1904. ° 

?) Embden und Claus, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 6, 
214 und 3438, 1905. 

’) O. Cohnheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 253, 1906. 
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die Fahigkeit, Zucker zu verbrennen, gefunden haben. Von dem 
Gedanken ausgehend, daB die Muskulatur eine intensive gly- 
kolytische Fahigkeit besitzen muB, daB diese Eigenschaft aber 
nicht nur dem lebenden, sondern auch dem toten Gewebe zu- 
kommen sollte, haben wir einige Untersuchungen zur Priifung 
dieser Frage wieder unternommen. Die Versuche Embdens 
konnten vielleicht nur deswegen negativ ausgefallen sein, weil 
die Versuchsanordnung irgendwo auf die zuckerzerstérende 
Wirkung der Muskulatur hemmend wirkte. 

Die positiven Resultate, die wir bis jetzt bereits erhalten 
haben, méchten wir hier kurz mitteilen. 


Versuchsmethodik. 

Der heftigste Angriff, den die Lehre Cohnheims erfuhr, 
ist der, daB die nachgewiesene Zuckerzerstorung die Folge einer 
bakteriellen Einwirkung gewesen sei. Die erste Bedingung war 
fiir uns, die Versuche méglichst steril auszufiihren. Wir glauben, 
dieser in weitestgehendem MaBe entsprochen zu haben. Wir 
haben unsere Versuche unter aseptischen Kautelen durchgefiihrt : 
dadurch gewinnt man den groBen Vorteil, ohne Antiseptica, d. h. 
Toluol, Chloroform usw., arbeiten zu kénnen. 


Saimtliche vorlaufig publizierten Versuche wurden mit Ka- 


ninchenmuskulatur gemacht. 

Junge, gesunde Kaninchen von ca. 1 kg Gewicht wurden 
ohne Narkose am Operationsbrett festgebunden und aus der 
einen Carotis méglichst griindlich entblutet. Sofort nachher 
wurde nach den iiblichen chirurgischen aseptischen Vorsichts- 
maBregeln (Desinfizieren der Hande, Kochen der Instrumente, 
Desinfizieren der in Frage kommenden Hautfliche des Tieres) 
das Fell des Tieres an den unteren Extremitiiten und am Ab- 
domen entfernt. Aus der Extremititenmuskulatur wurden fett- 
freie Stiicke mit der Schere entfernt und sofort in ein steriles 
trockenes Becherglas, das in einer Kaltemischung (Eis 4+ NaCl) 
bereit stand, hineingebracht. Bei den Tieren, bei denen Pan- 
kreas, Leber, Nebennieren verwendet wurden, wurden diese 
Organe ebenfalls sofort nach dem Entbluten und vdllig asep- 
tisch entfernt und wie die Muskelstiicke in der Kaltemischung 
aufbewahrt. Sobald wir aus dem Tier geniigend Muskulatur 
gewonnen hatten (die Muskulatur einer unteren Extremitat ge- 
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niigte meistens), d. h. wenige Minuten nach dem Tode des 
Tieres, werden in einzelnen ca. 2 bis 3 g-Portionen die mit der 
Schere zerkleinerten Muskeln in sterilisiertem Leder mittels 
Kohlensaiureschnee zum Frieren gebracht und im gefrorenen 
Zustande mit einem Pistil zerrieben. Das Pulverisieren geschah 
in dem Leder selbst; letzteres wird durch den Kohlensiure- 
schnee steinhart. Nach 15. bis 20 Versuchen ist das Leder 
nicht mehr brauchbar. 

Statt des MuskelpreBsaftes verwendeten wir direkt das so 
gewonnene Muskelpulver. Das Pulver wurde noch in gefrore- 
nem Zustande gewogen. Je ca. 2 g Pulver wurden in sterili- 
sierten gréBeren Pulverflaschen mit geschliffenen Stdpseln ge- 
bracht. Mittels sterilisierten Pipetten wurden 20 ccm 1°), iger 
Traubenzuckerlésung und dazu meistens 20 ccm Ringerlésung 
hinzugetan. Die Muskel-Zucker-Ringermischung wurde in ein- 
zelnen Versuchen mit Natron bicarbon. bis zur leicht alkali- 
schen Reaktion versetzt. Zu diesem Zwecke wurde mit einer 
jedesmal ausgegliihten Platindse so viel pulverisiertes Natron 
bicarbon. zugesetzt, bis die Flissigkeit rotes Lackmuspapier 
schwach blaute. Die Versuche mit Pankreas resp. Leber ge- 
schahen in derselben Weise. Pankreas- resp. Leberpulver wurden 
stets nur denjenigen Muskelpriparaten zugefiigt, die aus dem 
gleichen Tiere stammten. Saimtliche geschlossenen GefaBe wurden 
mit Ausnahme der KontrollgefaiBe in den Brutschrank gebracht, 
nach ca. 14 Stunden entfernt und weiter verarbeitet. Wir 
haben die Zeit von 14 Stunden deshalb gewahlt, weil wir ver- 
muteten, da die maximale Wirkung der Muskulatur auf die 
Lésung innerhalb einer relativ kurzen Zeit stattfinden sollte. 

Gleich nach der Entfernung aus dem Brutschrank wurden 
die Fliissigkeiten enteiweiBt. Die EnteiweiBung geschah nach 
dem Ritthausenschen Verfahren.') Der Zucker wurde nach 
Allihn (modifiziert) bestimmt. 

Diese Methode ist nach unseren Erfahrungen eine sehr 
zuverlassige. Fiir unsere Untersuchungen kénnen wir auf Kosten 
der Methode einen Versuchsfehler von Max. + 5 mg Zucker 
annehmen. Eine weitere Fehlerquelle liegt aber wahrscheinlich 
in der Gegenwart von Muskelpulver. Fiir die Kontrollen glaubten 


wir anfanglich, ohne einen merklichen Zuckerverlust befiirchten 
1) Biochem. Arbeitmethoden 5, 447. 
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zu miissen, die GefaBe */, bis 1 Stunde nach dem Einfiillen 
der Lésungen stehen lassen zu kénnen. Wahrend dieser Zeit 
ordnete man oder arbeitete man im Laboratorium. Wir waren 
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1) Die Ringerlésung hatte folgende Zusammensetzung: 0,9°/, NaCl, 
0,024°/, CaCl,, 0,042°/, KCl, 0,02 g-°/, Natron bicarbon. 
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daher nicht wenig iiberrascht, in diesen auf diese Weise an- 
gestellten Kontrollversuchen einen Zuckerverlust nachzuweisen, 
der auBerhalb der Versuchsfehler lag (z. B. Versuche 6, 7). Um 
sichere Kontrollen zu erhalten, haben wir dann in Versuch 32 
sofort, d.h. 1 bis 2 Minuten nach dem Muskelzusatz, in der 
Fliissigkeit die EnteiweiBung vorgenommen. In Versuch 4 
wurde das gefrorene Muskelpulver, bevor es in die Lésung ge- 
bracht wurde, auf dem Wasserbade ca. 1 Stunde erhitzt. Wir 
glauben aus unseren Versuchen den SchluB ziehen zu diirfen, 
daB je nach dem biologischen oder chemischen Zustande der 
verwendeten Muskulatur fiir die Zuckerbestimmung eine weitere 
Fehlerquelle entsteht; letztere diirfte zusammen mit der oben 
erwahnten Genauigkeitsgrenze der Bestimmung fiir unsere Zahlen 
ca, 10 mg (gleich 5°/, des zugefiigten Zuckers) betragen. Um 
unsere Resultate als sicher aufstellen zu kénnen, haben wir 
als maximale Fehlerquelle einen Zuckerverlust von 20 mg gleich 
10°), angenommen. D.h. in den Versuchen, in denen der ab- 
solute Zuckerverlust weniger als 20 mg betrigt, hat eine Gly- 
kolyse nicht stattgefunden, resp. ist eine solche nicht mit Sicher- 
heit anzunehmen. 

Die Versuche 6 und 7 sprechen daher mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit dafiir, daB das Muskelpulver schon nach *), bis 
1 Stunde eine unter Umstinden betrichtliche Menge Zucker 
zu zerstéren vermag. Bei analogen Versuchen mit anderen 
Kaninchen fielen die Zuckerverluste geringer aus. 

Die Zahlen der 14 und 24 stiindigen Versuche stimmen 
auffallend gut untereinander iiberein. Sie stellen einen 
sicheren Beweis dar, da8B die Muskulatur allein, d. h. 
ohne Pankreas- oder Leberpulver, Traubenzucker zu zer- 
stéren imstande ist. Nach 14 Stunden kénnen rund 0,1 g, 
d. h. 50°), der zugesetzten Zuckermenge, nach 24 Stunden 
0,17 g, d. h. 85°), (2 gut iibereinstimmende Versuche 27 und 28) 
zerstért werden. Die glykolytische Fahigkeit von 100 g Mus- 
kulatur wiirde nach diesen Zahlen, in 14 Stunden 5 g, in 
24 Stunden 8 bis 9 g Zucker zum Verschwinden bringen kénnen. 
Bei Cohnheim betrug die maximale Wirkung (unter rund 
100 Versuchen einmal) pro 100 g Muskulatur 0,5 g Zucker in 
ca. 20 Stunden. 

Die Glykolyse in der Muskulatur ist offenbar an die An- 
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wesenheit von Salzen gebunden. Zusatz von Ringer- 
lésung begiinstigt in hohem Grade die Glykolyse. Dies geht 
iiberzeugend aus der Tabelle hervor. Ein weiterer Zusatz von 
Natron bicarbon. bis zur leicht alkalischen Reaktion beférdert 
noch weiter den ProzeB, z. B. bei Ringer allein Zuckerverlust 
35°, bei Ringer -+- Natron 54°, (Versuch 8, 9), bei Ringer 
allein 16°, bei Ringer +- Natron 33°),. 

Zusiitze von Pankreas, Leber, Nebennieren scheinen da- 
gegen keinen deutlichen EinfluB zu besitzen (Tabelle II). 


Tabelle II. 


Zuckerverlust der Zufuhr. 








ean Muskel | Muskel Muskel | Muskel Muskel 
Kanin- . +- Leber . ’ 
' allein -{- Pankreas , -+ Leber |. Pankreas | +- Nebennieren 
=" 0 0 | 0 0 0 
0 0 1 0 0 0 
C 33 35 oad 32 98 
D 37 or 35 50 ig 





Dieses letztere Ergebnis beweist natiirlich nicht, daB die 
Pankreassekretion fiir die Zuckerverbrennung im Muskel nicht 
nétig sei. Die hier publizierten Versuche sind nur mit gesunden 
Tieren ausgefiihrt worden. Im normalen Tiere ist aber wahr- 
scheinlich zu jeder Zeit in der Muskulatur geniigend Pankreas- 
sekret vorhanden, um die Glykolyse auslésen zu k6nnen. 

Es ist iiberfliissig, hier die Diskussion aufzuwerfen, welche 
Momente in den Untersuchungen Cohnheims und Embdens 
stérend eingewirkt haben. Die Versuchsanordnung dieser Au- 
toren wich bedeutend von der unserigen ab, Sie arbeiteten 
nicht aseptisch, auch nicht vollkommen antiseptisch, verwen- 
deten PreBsifte usw. Ein Vergleich der verschiedenen Ver- 
suchsanordnungen 1aBt klar hervortreten, daB wir giinstigere Be- 
dingungen gewahlt haben. Die gute Ubereinstimmung der 
Parallelversuche la46t keinen Zweifel dariiber, daB wir mit 
unserer Methodik eine grobe Stérung durch Bakterieneinwirkung 
geniigend ausgeschaltet haben. Die minimale Bakterienver- 
unreinigung, die bei jeder aseptischen Operation vorkommt, 
kann unmdglich, wie wir uns iiberzeugen konnten, die groben 
Zuckerverluste bedingt haben. 


Stoff- und Energieumsatz des Schweines bei Wachstum 
und Mast. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 


Gemeinschaftlich bearbeitet von 


R. von der Heide und W. Klein. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Berlin.) . 


(Eingegangen am 30. Juli 1913.) 


Mit 1 Figur im Text. 


Bis jetzt lagen neben vielen praktischen Fiitterungsver- 
suchen Arbeiten iiber den Gaswechsel des Schweines von 
Reiset, sowie iiber den Stoff- und Gaswechsel unter Benutzung 
des Pettenkoferschen Apparates von MeiBl und Stohmer 
vor. Uber den respiratorischen Gaswechsel erschienen wahrend 
unserer Versuche von Tang] ,,Untersuchungen am hungernden 
Schwein“, die zu unserer Arbeit keineswegs in konkurrierender, 
vielmehr in erginzender Stellung stehen. In diesen Versuchen 
wurde nur die Kohlensaéure bestimmt, wahrend wir zum ersten- 
mal nach Reiset auch die Sauerstoffaufnahme an Schweinen 
sowie die Ausscheidung brennbarer Gase bestimmten. Unsere 
Aufgabe galt dem Stoffwechsel an drei wachsenden Schweinen 
bei Erhaltungs- und Mastfutter. 

Die Anordnung der Versuche war folgende: Zu einem 
Grundfutter, bestehend aus Gerstenschrot und Trockenkartoffeln 
mit einer Proteinzulage in Form von Trockenhefe, legten wir 
als Mastfutter in zwei weiteren Stoffwechseluntersuchungen die 
zwei Typen Fett und Kohlenhydrate hinzu. Das Fett wurde 
in Form von reinem Pflanzenfett (Palmin) gereicht, wahrend 
in isodynamischer Menge Kohlenhydrate in Form von Trocken- 
kartoffeln verfiittert wurden. Diese beiden einfachen Nahr- 
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stoffe sollten uns ein klares Bild iiber Ausnutzung, Umsetzung, 
Verdauungs- und Assimilationsarbeit geben. 

Unsere Untersuchungen erstreckten sich einerseits auf die 
Nahrstoffe und Ausscheidungen, andererseits auf den respira- 
torischen Gaswechsel, ein besonderes Gewicht legten wir noch 
auf die ausgeschiedenen brennbaren Gase Methan und Wasserstoff. 

Modifiziert wurden die Respirationsversuche durch Varia- 
tionen der Temperatur, um deren EinfluB auf den Gaswechsel 
bei Erhaltungsfiitterung und bei Mastfutter zu studieren, zwei- 
tens durch Zerlegung jedes 24stiindigen Versuches in einen 
sog. Verdauungs- oder Tages- und in einen sog. Niichtern- oder 
Nachtversuch. Dieser letztere erstreckte sich auf die letzten 
8 bis 9 Stunden eines ganztiigigen Versuchs und begann 7 Stun- 
den nach der letzten Fiitterung. Die Trennung geschah, um 
iiber die Stoffwechselsteigerung im Gefolge der Verdauung Auf- 
schluB zu bekommen. 

Die Tiere, 3 Weibchen eines Wurfes, an denen der eine von 
uns in Gemeinschaft mit Dr. Fiirst v. Dschandjeri, Petersburg, 
gleich nach dem Absetzen im Sommer 1912 schon eine Anzahl 
Stoffwechsel- und Respirationsversuche, iiber die spater berichtet 
werden soll, ausgefiihrt hatte, waren zu Beginn der Versuche 
8 Monate alt und wogen am 15. Februar 1913 87,7, 75,2 und 
65,2 kg. Sie bekamen im Monat Dezember und Januar den 
Erhaltungsbedarf gedeckt durch Gerstenschrot, Griinfutter und 
Kiichenabfalle als Vorbereitung zur Mast, von den gleichen 
Gesichtspunkten geleitet, die Lehmann erst am 19. Februar 1913 
im Verein fiir Schweineziichter in seinem Vortrag aussprach 
und damals als ,Vormast“ oder ,,Bauchweitung“ bezeichnete. 
Erwihnen wollen wir hier, daB das Schwein Nr. 2 vor Weih- 
nachten leichte rachitische Erscheinungen an den Gelenken der 
Hinterliufe zeigte, wihrend das Schwein Nr. 3 zur selben Zeit 
so stark rachitisch war, daB wir es bereits schlachten wollten’). 
Die Erscheinungen traten auf, trotzdem die Tiere wahrend der 
ganzen Zeit je 5g Futterkalk erhielten. Durch die mehr als 


1) Die Gelenke der Vorder- und Hinterlaufe waren stark geschwollen, 
gerétet und auf Druck schmerzempfindlich; das Tier konnte kaum laufen, 
war vollstandig steif, das Sensorium stark benommen; die FreBlust war 
erheblich vermindert, und auBerdem zeigte das Tier haufig Fiebererschei- 
nungen (bis 41,3°). 
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dreifache Menge der Nahrsalze, die vom 25. Januar ab gereicht 
wurde, waren zu Beginn unserer Versuche die Krankheits- 
erscheinungen verschwunden, nur behielt das Schwein Nr. 3 
ein etwas struppiges Haarkleid. 

Vor Beginn der Versuche kam je ein Tier in eine Stoff- 
wechselbucht. Die Buchten sind im Geviert 1,5 m breit und 
1,5 m tief. Der Boden der Bucht, 25 cm iiber dem Stallboden 
gelegen, besteht aus undurchlissigem Zement, die Hinterwand 
verkleidet mit abwaschbaren glasierten Tonkacheln, die Seiten- 
wande aus dickwandigem Stahlblech. Der Gewohnheit der 
Tiere entsprechend, Harn und Kot immer in dieselbe Ecke zu 
entleeren, befindet sich im hinteren Teil der Bucht ein den 
Zementboden durchsetzendes Loch im Durchmesser von 3 cm. 
Gegen dieses AbfluBloch fiir Harn ist der Buchtenboden leicht 
geneigt. Der Harn flieBt in einen unter das Loch schiebbaren 
Blechkasten. Der Kot wurde von der Stallwache sofort nach 
der Entleerung in ein luftdicht schlieBendes GlaBgefaB ge- 
bracht, in das zur Konservierung Chloroform gegeben wurde. 

Der Buchtenboden wurde nach jeder Kot- und Harn- 
entleerung mit feuchten Tiichern aufgewischt, die Lappen aus- 
gewaschen und zu Buchtenspiilwasser gesammelt zur spateren 
Analyse. Um zu vermeiden, daB die Tiere in kalten Nachten 
auf dem Zementboden gesundheitlich geschaidigt wurden, be- 
fanden sich in den Buchten aufklappbare, der KérpergréBe der 
Tiere knapp angepaBte Bretter, die unten zwei schmale Eisen- 
schienen trugen, das Ende der Bretter war auBerdem mit WeiB- 
blech beschlagen, so daB auch hier nichts von dem ev. darauf 
abgesetzten Kot und Harn verloren gehen konnte. Die Tiere - 
suchten diese Vorrichtung gern als Liegeplatz auf und waren 
auch die ganzen Versuche hindurch gesund und munter. Die 
Versuchsanordnung der Respirationsversuche zeigt Fig. 1. Auf 
der Bodenflaiche der Tretbahn in der Respirationskammer wurden 


drei gleichgroBe Buchten eingerichtet, die oberhalb mit starkem 
Stacheldraht umwickelt waren, weil die jungen Tiere des 6fteren 


Wandergeliiste zeigten, und auch standig die Futterbehilter 
herunterzureiBen suchten. Die Futterbehilter waren zylindrische 
Blechbiichsen, dazu gehérten je zwei Drahtgabeln und je zwei 
Blechscheiben. Die Gabeln, die die Biichsen unten und in der 
Mitte durchsetzten, konnten von aufBen mit Hilfe von Rollen- 
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iibertragung herausgezogen werden, so daB das auf den Blech- 
scheiben ruhende Futter in die darunter angebrachten Futter 
trége fiel. Auf diese Weise verabreichten wir Mittag- und 
Abendfutter. Wie jedes Tier einzeln getrinkt wurde, ergibt 
sich aus der Zeichnung. 


1. Periode. 

Das Grundfutter bestand aus Schrot und Trockenkartoffeln, 
deren EiweiBgehalt durch Zugabe von Trockenhefe erhéht wurde. 
Die Bedeutung der Hefe als Eiweibtriger schien uns durch 
die Versuche von Véltz und seinen Mitarbeitern') hinreichend 
geklart. Im Hinblick auf die erwihnte Futterzusammensetzung 
Gerstenschrot, Kartoffeln und Hefe ist es bei der Armut dieser 
Futtermittel an Mineralsalzen nétig, auf die Wichtigkeit der 


') Véltz, Pachtner, Baudrexel, Uber die Verwertung der 
Trockenhefe durch die landwirtschaftlichen Nutztiere. Landwirtsch. Jahr- 
biicher, Berlin 1912. 
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Salzzulage bei wachsenden Schweinen klar hinzuweisen; denn 
im allgemeinen wird immer noch zu wenig Futterkalk in der 
Praxis verabreicht. In einer spateren Publikation werden wir 
noch ausfiihrlich begriinden, welche Uberlegung uns dazu ge- 
fiihrt hat, der taglichen Nahrung jedes Tieres 20 g Calcium- 
carbonat und 5 g Kochsalz hinzuzufiigen. 

Das Futterregime der 1. Periode setzte sich aus folgenden 
Mengen zusammen: 





GroBe Sau | Mittlere Sau; Kleine Sau 
Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 
Bebrets .« «4 300 268 238 
Kartoffeln . . . 500 447 403 
143 129 


Die Einfuhr betrug: 





GroBe Sau Mittlere Sau Kleine Sau 


Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3 Summe 


° 138,50 122,80 108,80 370,10 

Fett. . 9,46 8,45 7,57 25,48 

Kohlenhydrat exkl. Roh- | 619,84 555,04 | 507,98 1682,86 
faser é% 








Rohfaser. .......] 1856 | 1659 | 14,81 49.96 
| 
' 


57,58 | 53,82 2128,44 


Asche -++ 20 g Futterkalk 62,07 


In dieser Periode sollte nur Erhaltungsfutter gereicht 
werden. Zu seiner Berechnung dienten uns die Angaben von 
Kellner in seiner ,Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutz- 
tiere“ iiber die Verdaulichkeit der in Frage kommenden Futter- 
stoffe. Ferner stiitzten wir uns auf die Erfahrungen von Zuntz’') 
iiber den Nahrstoffbedarf wachsender Schweine. Das Ergebnis 
der Versuche wird zeigen, daf der berechnete Bedarf beinahe 
der Wirklichkeit entsprach. Die drei Tiere haben zusammen 
2128,4 g organische Substanz aufgenommen und im Kot 247 g 
organische Substanz ausgeschieden, also 1881 g resorbiert. Da- 
von wurden 142,5g Protein angesetzt, so daB 1738,5 g or- 
ganische Substanz fiir den Umsatz verblieben. Da im Harn 
25,4 g N, vorhanden waren, beteiligte sich das Eiwei8 am Um- 
satz mit 158,7 g, also die N,-freien Stoffe mit 1579,8 g. Da- 

1) Zuntz, Ostertag, Striegel und Hempel, Untersuchung iiber 


die Milchsekretion des Schweines und die Ernahrung der Ferkel. Landw. 
Jahrb., Berlin 1908. 
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von geht noch ab der Verlust an brennbaren Gasen, der im 
dritten Respirationsversuck dieser Reihe zu 13,5 1 Methan und 
19,04 | Wasserstoff fiir 24 Stunden ermittelt wurde. Wir wollen 
gleich das Aquivalent dieser Gase an Sauerstoff und CO, an- 
setzen. Wir kommen dann zu folgender Bilanz. Die zur Ver- 
fiigung stehenden 1579,8 g N-freie Substanz bestehen aus- 
schlieBlich aus Kohlenhydraten, da die Fettmenge in der Nah- 
rung (25g) und im Kot (30g) fast identisch war. Da 1g 
Kohlenhydrat vom Charakter der Starke 0,828 10, und eben- 
soviel CO, liefert, da ferner aus EiweiBzerfall') proGramm im 
Harn ausgeschiedenen Stickstoff ein Verbrauch von 5,923 1 O, 
und 4,754 1 CO, resultiert, berechnet sich aus der Verbren- 
nung der zur Verfiigung stehenden Nahrung folgender Gas- 
wechsel : 


1580><0,828 ..... . . . 1310010, und 1310,01C0, 
Fiir 25,4 g N im Harn aus EiweiB 149,91 O, ” 121,21 CO, 
1459,9 10, 1431,21 CO, 


In Form brennbarer Gase gingen : 
verloren 13,5 1 Methan u. 19,0 1 


Wasserstoff, die entsprechen . 36,510, » 13,5 1 CO, 


Es bleiben fiir die Verbrennungs- 
guemame  . wk as se ss RIG,  o- «0607,9 100, 


Die Respirationsversuche, die jedesmal 24 Stunden dauerten, 
und wihrend deren die Fiitterung genau dieselbe war wie in 
den Zwischenzeiten, ergaben einen Sauerstoffverbrauch von 

bei 10°: 1778,81 und eine CO,-Produktion von: 1744,4 | 


19°: 1588.61 » ” ” » 1595,31 
22°: 140051 » ” ” » 140541 


Bei der héchsten von uns gewahlten Temperatur war also 
in der Tat das gereichte Futter zur Deckung ausreichend. 
Schon bei 19° bedingte das Warmebediirfnis gegeniiber der 
Zufuhr einen Mehrverbrauch ven 165,21 O, resp. 177,61 CO,. 
Bei 10° betrug dieser Mehrverbrauch 355,4 1 O, und 326,7 1 CO,. 
Rechnen wir diese Zahlen in ihre Aquivalente an Stirke um, 
so finden wir, daB zu dem bei 22° ausreichenden Erhaltungs- 


1) Wir rechnen vorlaufig fiir Abfall an Harn die bei Mensch und 
Hund ermittelten Zahlen und werden spiter die exakten Daten fiir das 
Schwein geben. 
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S98 == 412 g Starke, resp. unter Ein- 
rechnung von 10°/, Verdauungsarbeit: 453 g Starke aétig wire. 
Wir haben diese Berechnung unter Mittlung von O, und CO, 
ausgefiihrt, weil so die unvermeidlichen Versuchsfehler auf den 
kleinsten Wert zuriickgefiihrt werden. 

Von Interesse ist noch, die ungefahre GréBe der Verdau- 
ungsarbeit zu bestimmen. Genau 1laBt sich diese GréBe aus 
unsern Versuchen deshalb nicht ableiten, weil wohl sicher in 
7 Stunden nach der letzten Mahlzeit ein geniigender Zustand 
der Niichternheit noch nicht erreicht ist. Wenn wir dies vor- 
laufig aber annehmen, kénnen wir aus dem bei 22° angestellten 
Nachtversuch entnehmen, daB 505,110, und 488,41 CO, geatmet 
wurden. Das macht pro Stunde 54,121 0, und 52,331 COQ,. 
Der Bedarf wiirde also in den 880 Minuten der Verdauungs- 
zeit sein: 793,41 O, und 767,21 CO,. 

Faktisch war dieser Bedarf 895,410, und 9171 CO,, die 
Verdauung hat also eine Steigerung bedingt um 1021 O, und 
1501 CO,. 

Diese gefundene Steigerung kénnen wir vergleichen mit 
derjenigen, die wir zu erwarten hiatten unter der Annahme, 
daB, wie bei Mensch und Hund, jedes Gramm EiweiB eine Ver- 
dauungsarbeit von 0,8 Cal und jedes Gramm Kohlenhydrat von 
0,4, jedes Gramm verfiitterter Rohfaser 2,6, jedes Gramm Fett 
von 0,24 bedingt. 

Wenn wir so die Verdauungsarbeit berechnen, erhalten wir 
fiir 301,2 g verdautes Protein 4 0,8 Cal gleich 240,9 Cal. Fiir 
1590 g Kohlenhydrat 4 0,4 Cal gleich 612 Cal. 50g Rohfaser 


& 2,6 Cal gleich 130 Cal, also im ganzen 983 Cal, die bei der 


9 
Verbrennung von Kohlenhydrat gedeckt werden von - = 


5,05 
gleich 194,51 O,. 

Da der faktische Mehrverbrauch an Sauerstoff in der Ver- 
dauungsperiode 1021 0, betrigt, ist es wahrscheinlich, daB 
unsere Niichternperiode noch einen durch Verdauungsarbeit er- 
héhten Bedarf an Sauerstoff aufwies. 

Diese Annahme 148t sich priifen mit Hilfe der Befunde von 
Tangl'): ,,Uber den Energiebedarf des hungernden Schweines“. 


futter eine Zulage von 


1) Tangl, diese Zeitschr. 44, 252. 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 14 
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Tang! hat den N,-Umsatz und die CO,-Ausscheidung gemessen 
und daraus den Energieverbrauch berechnet. Durch Variation 
der Versuchstemperatur bestimmt er als die kritische Tempe- 
ratur, unterhalb deren die chemische Warmeregulation einsetzt, 
in guter Ubereinstimmung mit unseren Resultaten 20 bis 23°. 
Seine Versuche sind an Ferkeln von 45 bis 52 kg und an voll- 
wiichsigen Schweinen im Gewicht von 112 bis 128 kg aus- 
gefiihrt. Bei Reduktion' auf die Oberfliche ergeben beide 
Gruppen: 
kleine Schweine bei 23°: 845 Cal pro 1 qm und Tag 
» 26°: 1146 » 
groBe Schweine » 22°: 1142 » 
» 16°: 962 » 


im Mittel 1024 Cal pro 1 qm und Tag. 





Tangls Versuche zeigen, daB der sehr wechselnde Grad 
von Muskeltatigkeit erhebliche Schwankungen bedingt. 

Der Verbrauch pro 1 kg betragt bei den erwachsenen und 
gemisteten Tieren, die mit den unsrigen ohne weiteres ver- 
gleichbar sind, 19,6 Cai. 

Wenn wir aber den Verbrauch unserer Schweine mit dem 
von Tang] benutzten Faktor 9,02 auf die Oberflache umrechnen, 
bekommen wir fiir die Niichternperiode folgenden Wert: 


Der 24stiindige eneinad hae 1 qm 


betrigt .... . 1433,5 Cal 
nach Tang] ist der Benqwemente nt ot © one © 
mithin bleiben fiir die Verdauungsarbeit . . . . 409,5 Cal 
und fiir die Gesamtoberflache (4,916 =) 4 der drei 

Tiere... , 2013 Cal 
Da sich die tagliche Veodanunguebelt m=... OS 


berechnet, so sind also 1030 Cal 


mehr verbraucht als dem Hungerumsatz plus Verdauungsarbeit 
entspricht. 

Wenn wir unsere sog. ,,Niichternperiode* mit Tangls 
Hungerversuch in Parallele stellen, ergibt sich: 
Unsere Tiere atmeten in 560 Min. 505,11 O, und 488,41 CO,, 
d. h. in 24 Stunden... . . 1298510, » 1256,51CO,. 
Pro 1 kg Schwein wurde geatmet 5,5810, » 5,401 CO,, 
pro 1 qm Schwein wurde geatmet 260,01 0, » 255,71 CO,. 
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Tang] findet bei 22° pre 1 kg 2,751CO, (Gew. d. Tieres 115 kg) 
3,121CO,(» » » 127») 

prolqm 1491CO, 

17410, 


Der Brennwert der resorbierten Nahrung betrigt: 
1580 g Kohlenhydrat (inkl. Rohfaser) & 4,19 Cal — 6620,0 Cal 
301,2 g resorbiertes Protein 4 5,7 Cal. . . . . = 17150 » 


8335,0 Cal 
Davon geht ab: 25,4 g N, im Harn 487 Cal — 177,8 » 


8157,2 Cal 








Ferner sind die brennbaren Gase in Abzug zu bringen: 

19,041 Methan . a 9,524 Cal = 128,5 
13,5 1 Wasserstoff & 3,070 » =— 58,5 
187,0 

187,0 Cal 

7970,2 Cal 

Angesetzt wurden 142,5 g Protein a 5,7 Cal . . == 812.0 » 

7158,2 Cal 








standen aus der Nahrung zur Verfiigung bei einem Lebend- 
gewicht von 232,8 kg, das macht pro 1 kg 30,74 Cal. 
Da die Oberflache der drei Schweine 4,9163 qm betrigt, 
so verfiigt 1 qm Tier tiber 1455,5 Cal. 
Diesem Energiewert der Nahrung entsprechen nach S. 200 
1423,41 O, und 1417,71 CO, 
faktisch geatmet wurde 1400510, » 1405,41 CO, 





also waren erspart, resp. angesetzt 22,91 0, und 12,31 CO, 


Bei dem niedrigen Respirationsquotienten des Ersparten, 
dessen Wert ganz in die Versuchsfehler fallt, wollen wir dieses 
Ersparte als Fett rechnen, d.h. 11 O, = 4,8 Cal, also 22,910, 
gleich 110 Cal, daher ein faktischer Verbrauch von 


7158,5 — 110 = 7048,5 Cal. 


Da die Oberflaiche 4,916 qm groB ist, so kommt auf 1 qm: 
7048,5 
4,916 
Tang} fand bei langem Hunger und Temperaturen zwischen 
20 und 23° 845 bis 1142 Cal, im Mittel 1024. 


= 1433 Cal. 


14* 
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Es kann also nicht bezweifelt werden, daB in den acht 
letzten Stunden (7 Stunden nach der Mahizeit) der Stoffwechsel 
noch erheblich héher ist als im Hunger. 

Zu demselben Resultat wie nach der vorstehenden Be- 
rechnung fiihrt die direkte Betrachtung der respiratorischen 
Daten: 

Sauerstoffverbrauch: 1400,51 CO,-Bildg.: 1405,4 1 
Der Stickstoff im Harn braucht 
pro 1g: 5,9231 0, und liefert 
4,754 1 CO,, also ergeben 
a ee a 121,2 
mithin fiir N,-freie Stoffe. , 1250410, und 1284,21C0, 





Wie aus der vorstehenden Vergleichung der verdauten 
Nahrung mit dem Gaswechsel hervorgeht, haben die Kohlen- 
hydrate der Nahrung bei der Stalltemperatur von 21 bis 23° 
reichlich zur Deckung des Bedarfs ausgereicht, es hat noch ein 
nahe der Fehlergrenze liegender Ansatz von Fett stattgefunden, 
der es zusammen mit der Bildung brennbarer Gase erklart, 
daB der respiratorische Quotient 1,026 die Einheit etwas iiber- 
schreitet. Wir werden wohl der wahren Warmeproduktion nahe- 
kommen, wenn wir mit dem Mittel aus O, und CO, auf Oxyda- 
tion von Kohlenhydraten rechnen: 12671 O,. 110, hat bei 
dem R.Q.=—1 den Warmewert 5,058, also 1267 1=— 6408 Cal. 


Dazu kommt der Warmewert des umgesetzten 
Proteins 158,74 4,2 .......6++06+ . = 668 
7076 Cal. 





Interessant ist iibrigens, daB, obgleich das Erhaltungsfutter 
bei der héchsten (21 bis 22°), meist im Stalle nicht herrschenden 
Temperatur den Bedarf deckte, doch bei jungen wachsenden 
Tieren die Wachstumstendenz sich duBert in einer stirkeren 
»Neigung zur Zuriickhaltung von EiweiB“; hier also eine Be- 
statigung friiherer Erfahrungen. 


2. Periode. 
Der Stoffwechsel bei der Zufuhr iiberschiissigen Fettes in 
Form von Palmin gestaltet sich folgendermaBen: In der Nahrung 
waren aufgenommen: 
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1. dasselbe Grundfutter wie in Periode I, also Schrot, 
Trockenkartoffeln und Hefe (vgl. S. 199) 
und auBerdem bei Schwein 1 500g Fett, 
” ” 2 456» » 
” ” $3 417» » 
1373 g Fett. 


Die Vergleichung von Harn und Kot ergibt, daB an Protein 
von den 3 Schweinen zusammen verdaut wurden 306,8 g; die 
3 Tiere setzten 144 g EiweiB an. Umgesetzt wurde, wie die Aus- 
scheidung von 26,04 g N im Harn ergab, 162,8 g Protein. Es 
hat also das Fett keine EiweiBersparnis bewirkt. Diese 162,8 g 
umgesetzten Proteins entsprechen einem Sauerstoffverbrauch 
von 151,81, einer Kohlensiureausscheidung von 121,81. Wenn 
wir nun weiter nach dem iiblichen von Voit herriihrenden 
Schema mit der Annahme rechnen, daB die Kohlenhydrate vor 
den Fetten verbrannt werden, hitten wir zunichst die zur Ver- 
fiigung stehenden Kohlenhydratmengen aus der Aufnahme und 
den Ausscheidungen im Kot sowie in Form brennbarer Gase 
zu berechnen. Diese Rechnung gestaltet sich wie folgt: 

Das Grundfutter enthielt im ganzen 2128,4 g organische 
Substanz, darin 25,5 g Fett, 370,1 g Protein, 50 g Rohfaser, 
so daB 1682,9 g Kohlenhydrate der Nahrung in Betracht 
kommen. Davon geht ab der Kohlenhydratgehalt des Kotes 
von 116,3 g, so daB: 1682,9 g 

116,3 » 
1566,6 g 
Kohlenhydrate fiir den Stoffwechsel zur Verfiigung bleiben. 
Da 1 g Starke bei Oxydation 0,828 1 Sauerstoff verbraucht und 
ebensoviel Kohlensaure liefert, waren zur vollstaéndigen Ver- 
brennung dieser Kohlenhydratmenge 1297,110, und 1297,11CO, 
erforderlich. 

Nun ist aber ein Quantum dieser Kohlenhydrate durch 
die Garungsprozesse im Dickdarm zersetzt worden. Im Mittel 
der beiden Respirationsversuche wurden 14,151 CH, und 11,881 H, 
gefunden. Diese fast vollstandige Gleichheit der brennbaren 
Gase bei Erhaltungsfutter und der reichlichen Fettzulage ent- 
spricht der allgemein giiltigen, am schirfsten von Kellner 
formulierten Lehre, daB die Fette keinen merklichen Einflu8 
auf die Girungsprozesse im Darmkanal haben. Ob ibrigens 
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so groBe Fettmengen auch beim Wiederkauer indifferent waren, 
ist damit freilich nicht gesagt. Jedenfalls ist beim Schwein 
alles Fett resorbiert, ehe die Gahrungsprozesse einsetzen. Nach 
dem friiher Gesagten entsprechen diese 14,15 1 Methan 28,3 1 O, 
und 14,15 1 CO,, die 11,81 H, 5,91 0,, so daB von dem 
zur Verfiigung stehenden Material abgehen: 14,15] CO, und 
34,21 O,. 

Es bleiben demnach zur Verfiigung aus den Kohlen- 
hydraten 1263 1 O, und 1283 1 CO,. 

AuBerdem standen aus Protein zur Verfiigung 151,81 O, 
und 121,8 1 CO,, aus beiden Substanzen also 1414,8 1 O, und 
1404,8 1 CO,. Im Mittel der beiden Respirationsversuche be- 
trug der O,-Verbrauch 1992 1, die CO,-Produktion 1855 1. Es 
miissen also 578 1 O, und 441 1 CO, durch Verbrennung von 
Fett geliefert sein. Nun verbrennt 11 O, 0,503 g Fett, und 
zur Entstehung von 11 CO, sind 0,706 g Fett erforderlich. 
Es wiirde sich demgeméi8 aus dem Sauerstoffverbrauch die 
verbrannte Fettmenge auf 306,3 g, aus der CO,-Ausscheidung 
auf 311,1 g berechnen. Im Mittel beider Bestimmungen hitten 
die Tiere zur Bestreitung ihres Stoffwechsels 308,7 g Fett ver- 
brannt. Aus der Nahrung standen an verdauten Fetten zur 
Verfiigung 1301 g pro Tag. Es waren also 1301 — 308,7 
== 992.3 g Fett zum Ansatz gekommen. AuBerdem haben die 
Tiere, wie die N-Bilanz ergab, 144,0 g Protein angesetzt. 

Wir kénnen aber auch, an Stelle dieser etwas schemati- 
schen noch von Voit herriihrenden Rechnung, versuchen, die 
wirkliche Verbrennung von Kohlenhydraten und Fett aus dem 
Verhiltnis des verbrauchten Sauerstofis zur gebildeten Kohlen- 
siure zu berechnen. Zu diesem Behufe ziehen wir von den 
geatmeten 1992,2 1 O, und 1855,3 1 CO, den Anteil des um- 
gesetzten Proteins ab: 151,81 0, und 121,81 CO,. Es bleiben 
dann fiir die Verbrennung der N-freien Stoffe 1840,4 1 O, und 
1733,5 1 CO,. Wenn wir annehmen, da8 diese sich auf voll- 
standig verbrennende Kohlenhydrate und Fette verteilen, kénnen 
wir die Menge dieser beiden Produkte nach der in Zuntz- 
Loewy, Lehrbuch der Physiologie, 2. Aufl., 8.645, gegebenen 
Formel berechnen. Diese Rechnung ergibt, daB der Gas- 
wechsel bestritten wurde durch 187,5 g Fett und 1772 g 
Kohlenhydrat. 
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Um die Steigerung des Calorienumsatzes gegeniiber dem 
Erhaltungsumsatz zu bestimmen, berechnet man zunichst den 
Brennwert der resorbierten Nahrstoffe. Es betrigt: 


Kohlenhydrat 








(+ Rohfaser) Fett Protein 
die Einfuhr. ...... . 173828g 1397,5g 3701 ¢ 
die Ausfuhr hingegen. . . . 166,3¢ 57,1 g 63,3 g 
so wurden verdaut. .... 15665g 13404g 3068¢ 

Diese resorbierten Nahrstoffe liefern: 
Kohlenhydrate & 4,19 Cal . = 6568 Cal 
Fett 49,5 Cal . = 12740 » 
Protein a 5,7 Cal . = 1748 » 
21056 Cal 
Davon gehen ab: 
fir 25g Nim Harmmn.......4.-+ = «182 » 
fiir brennbare Gase 14,31 CH, 89,524Cal — 135 » 
” ” » 11,91 H, &€2307 » = 36 1» 
der Brennwert des Angesetzten: 
992,3 g Fett a 9,5 Cal == 9428 »n 


— 821 » 
Es bleiben 10454 Cal, 


die demnach umgesetzt sind fiir eine Gesamtoberfliche von 
5,10 qm. 
Also betraigt der Umsatz fiir ilqm ... . . 2050 Cal 


144,0 g Protein a 5,7 Cal 





Der Erhaltungsumsatz ist in Periode I be- 
es GE 6 «0 8s ke ee oo 6, SO 





mithin fiir 1 qm eine Steigerung von .... 595 Cal 
d. h. fiir die Gesamtoberfliche eine solche von 3034,5 Cal. 


Ubrigens ergeben die angesetzten Mengen von 992 g Fett 
und 144 g Protein = 696 g Fleisch einen taglichen Ansatz der 
drei Schweine von 1688 g; aus der tiglichen Gewichtszunahme 
berechnet sich der Ansatz von 1456 g. 

In diesen Versuchen ist natiirlich noch weniger als in 
Periode I anzunehmen, daB 7 Stunden nach der letzten Mahl- 
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zeit die Verdauung der riesigen Fettmenge vollkommen ist. 
Im Gegenteil miissen wir auf Grund der Versuche von Magnus- 
Levy am Hund annehmen, daB die Fettverdauung bis zum 
SchluB des Respirationsversuchs in ziemlich gleicher Starke 
fortdauert. Dieser Annahme entspricht auch die GréBe des 
Gaswechsels in der Nachperiode; sie erreicht im ersten Versuch 
bei 19,5° 80,01 O, in der Stunde, im zweiten Versuch bei 
20,9° 70,62 1 O,. ‘ 

Der Gedanke, da8 die Temperaturdifferenz von 1,4° diesen 
Unterschied bedingt habe, ist wohl nicht haltbar, wenn wir 
sehen, daB bei knapper Fiitterung nur 67,31 O, bei der soviel 
niederen Temperatur von 10° verbraucht wurden. 

Es spielt also sicher bei diesem Fettversuch die Wiarme- 
regulation keinerlei Rolle mehr, und wir miissen das ganze 
Plus im Verbrauch gegeniiber demjenigen, welchen die Tiere bei 
Erhaltungsfutter und hoher Temperatur hatten (1405 1 O,) als 
Wirkung des zugelegten Fettes betrachten. 

Es kamen also als diese Wirkung in Betracht im Mittel 
der beiden 24 stiindigen Respirationsversuche: 


8,081 O, pro 1 kg Schwein in der Mast 


oder pro 246,5kg...... . . 19921 Sauerstoff, 
6,11 1 O, pro 1 kg Schwein beim Er- 
haltungsfutter oder pro 246,5kg.. 15061 ” 





Mehr bei Fettmast 486 1 Sauerstoff. 


Wenn wir 11 Sauerstoff bei den hier obwaltenden re- 
spiratorischen Quotienten im Mittel von 0,93 = 4,994 Cal oder 
rund 5 Cal setzen, wiirde das Fett einen Mehrumsatz bedingen 
von 2430 Cal, wovon fiir die Verdauungsarbeit der resorbierten 
1340 g (& 0,25 Cal) = 335 Cal abzuziehen sind; es bleiben als 
Mehrumsatz 2095 Cal. 

1 g der angesetzten Fettmenge in Héhe von 992,3 g be- 

095 
992,3 

Dieser Extrabedarf an Assimilationsarbeit l4Bt sich noch 
auf eine andere Art berechnen, und zwar mit Hilfe der ver- 
brannten bzw. umgesetzten Nahrstoffe: 





dingt also einen Extraarbeits-Aufwand von == 2,11Cal. 
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1566,6 g Kohlenhydrat & 4,19 Cal haben einen 
DOTRRITE GOR ann 2 cee ws 6 o » CORON 

die brennbaren Gase 14,15 1 Methan und 11,51 

Wasserstoff, die als Verlust in Abzug zu 
EE 5} ¢& oe 4 + 6 4 © 6 6 ee 
6390,5 Cal 

Dazu kommen 162,8 g umgesetztes Protein 
SMEs > <4 kh is Ke A ee 60 ee 
die 308,7 g Fett & 9,5 Cal liefern . . . . . 29330 » 
9974,5 Cal 

Der Brennwert der Erhaltungsnahrung betrigt 

bei 233 kg: 7158 Cal, also in Beriicksich- 
tigung des vergréBerten Gewichts von 246,5 kg 7576,0 » 
2398,5 Cal 

Die verdaute Fettmenge in Héhe von 1340 g 
(& 0,25 Cal) erfordert eine Arbeit von . . 335,0 » 


2063,5 Cal 














Also pro Gramm Fett der angesetzten Menge von 992,3 g: 


2063,5 
903,328 Cal. 
Die beiden Rechnungen fiihren also fast zum gleichen 


Resultat, daB zum Ansatz von Fett pro Gramm 2,1 Cal ver- 
braucht werden. 


Das macht 22,1°/, der Energie des angesetzten Fettes aus. 

Die Menge dieses angesetzten Fettes betriigt 77,9°/, des 
verdauten. Rubner fand beim Hund als Maximalbetrag des 
Ansatzes 87,3°/, der verdauten Menge, Kellner beim Rind 
indessen nur 64,4°/,. Die Ursache dieser groBen Differenz, die 
Kellner auf die Tatigkeit der Darmbakterien bezieht, bedarf 
wohl noch weiterer Klarung. 

Wenn aber der Ansatz von Fett einen Extraaufwand an 
Energie erfordert, so werden wir dasselbe um so eher von dem 
Aufbau eiweiBhaltigen Gewebes erwarten diirfen, wie ein solcher 
auch in der Erhaltungsperiode stattfand. 

Wir fanden dort (S. 202) den UberschuB des Verbrauchs iiber 


Hungerstoffwechsel, . . . 2013 Cal 
die Verdauungsarbeit. . . 983 » 


1030 Cal sind also 
mehr verbraucht, als dem Hungerstoffwechsel plus Verdauungs- 
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arbeit entspricht; es sind aber 142 g Protein angesetzt; es liegt 
demnach nahe, die 1030 Cal als Assimilationsarbeit fiir das 
Protein anzusehen, d.h. 1 g Protein-Ansatz verlangt im wach- 
senden Organismus eine Assimilationsarbeit von 7,25 Cal. 


3. Periode. 

In der Kohlenhydratperiode haben wir zum Grundfutter 
ausschlieBlich Trockenkartoffeln zugesetzt. Sie enthielten in 
100 g: 11,86°/, Wasser, 4,62°/, Asche, also 83,52°/, organische 
Substanz, und darin waren enthalten: 76,12°/, Kohlenhydrat 
1,27°/, Rohfaser, 0,47°/, Fett und 5,39°/, Rohprotein. 

Die verfiitterte Kartoffelzulage war fiir alle drei Schweine 
4211,8 g mit 3517,7 g organischer Substanz. Im ganzen er- 
hielten sie: 


Kohlen- Roh- : 
hydrat r vemvel Fett Protein 


4681,8g 996g 56,7g 585,1g 
im Kot wurden ge- 
funden ... . 2026g 54,2g 603g 219,32 
alsowurden verdaut 4479,2g 454g — 365,8¢g 
45,4g Rohfas. wollen 157,6g wurden im 
wir zu den Harn aus- 
Kohlenhydrat. geschieden 
rechnen 
4524.6 g also 208,2 g Protein an- 
gesetzt. 
Rechnet man aus den verdauten Kohlenhydraten die Aqui- 
valente an Sauerstoff und Kohlensaure, so erhalt man im ganzen: 
3746,010, u. 3746,01C0, 
Dazu die Aquivalente an O, und CO, 
fiir umgesetztes Protein im Harn 149,010, 120,01C0, 
3895,010, 3866,01CO, 
Hiervon ist abzuziehen fiir ausge- 
schiedene brennbare Gase 48,2 | 
Methan und 22,0 1 Wasserstoff im 
Mittel der drei Respirationsver- 
suche, in Aquivalente umgerechnet 107,410, 48,2100, 
3787,610,  3817,81C0, 
Der Gaswechsel des 1. Respirations- 
versuchs dieser Periode wurde bei 
derTemperatur von 22°bestimmtzu 2186410, 2616,11C0, 


mithin blieben zum Ansatz. . . . 1601,210, 1201,71C0, 
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Da 11 Sauerstoff 0,503 g Fett und 11 Kohlensaure 
0,706 g Fett geben, so berechnet sich der Fettansatz aus 


1601,21 0, a... eee 
und aus 1201, 71 Sebleatiions Tse te so «s Ee 8 
im Mittel . ... . |, 827 g Fett. 
Der Ansatz betragt a 827. g Fett. a 9,5 5 Cal . » == 7857 Cal 
— ¥ Protein (= 1062,3 g frisches Fleisch 

[ 2a ‘ o « « « = 1186 Cal 


a der tiagliche prams ies aun Sdwden . . = 9043 Cal 


Dem Gewichtsansatz in der Héhe von 827 g Fett +- 1062 g 
Fleisch = 1889 g stehen 1873 g als tagliche Gewichtszunahme 
gegeniiber. 

Diese Ausrechnung geht von der iiblichen Annahme aus, 
daB in der Kohlenhydratmast nur Fett angesetzt worden ist. 
Indessen hat eine andere Art von Berechnung, die von Zuntz’) 
angegeben ist und der Méglichkeit eines gleichzeitigen Glykogen- 
ansatzes Rechnung triagt, insofern ihre Berechtigung, als be- 
kanntlich in einer Fettperiode (Mast) in der Leber kaum mehr 
als 4°/, Glykogen vorhanden sind; folgt nun der Fettmast eine 
Kohlenhydratmast, wie es in unseren Versuchen der Fall ist, 
so kann zunichst der Glykogengehalt in der Leber bis auf 
16°), anwachsen und ebenso in den Muskeln sich von 0 oder 
0,3°/, bis auf ca.1°/, erhdhen. So hohe Glykogenwerte finden 
sich wohl bei Pferden und Hunden. Bei Schweinen liegen 
keine genauen Angaben vor. Wir wollen deshalb vorsichtig 
annehmen, da der Glykogengehalt in den Muskeln nicht iiber 
0,1°/, anwachse. Der Ansatz in der Leber betrigt im Maximum 
also ca. 12°/,. 

Rechnen wir z. B. mit diesen Zahlen, so erhalten wir, da 
das spater ermittelte Schlachtgewicht von den drei Lebern 
5700 g betrug, als Zuwachs an Glykogen 684g. Aus dem 
geschitzten Gewicht von 109 kg Muskelgewebe werden sich rund 
109 g Glykogen berechnen lassen; in toto: ein maximaler An- 
satz von 793 g Glykogen. 

Da die drei Tiere 8 Tage im Vorversuch der 3. Periode 
schon reichlich mit Kohlenhydraten gefiittert sind, diirfte zu 
Beginn des Respirationsversuches und des eigentlichen Stoff- 


1) Zuntz-Loewy, Physiologie des Menschen, 2. Aufl., S. 645. 
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wechselversuches kaum mehr viel Glykogen gebildet, sondern 
die gréBte Menge von Kohlenhydrat in Form von Fett um- 
gesetzt sein. 

Wir haben oben gesehen, daS zum Ansatz vorlagen: 
16011 O, und 12021 CO,. Unter der Annahme, daB zg Fett 
und y g Glykogen angesetzt sind, und unter der Voraussetzung, 
daB jedes Gramm Fett 1,9891 O, und die gleiche Menge 
Glykogen 0,828 1 O, bendtigen, und daB 1 g Fett 1,4191 und 
1 g Glykogen 0,828 1 CO, aquivalent sind, existieren folgende 
zwei Gleichungen: 


1,989 z +- 0,828 y= 1601, 
1,419 x +- 0,828 y = 1202, 
folglich 0,570 x = 399, 


d. h. z== 700 g Fett. 


Setzt man diesen Wert fiir z in eine der beiden ersten 
Gleichungen. ein, so erhaélt man: y= 252 g Glykogen. 


In diesem Falle sind zum Ansatz gekommen: 


1062 g Fleisch 
700 g Fett 
252 g Glykogen 
2014 g 


gegeniiber der faktischen Gewichtszunahme von 1873 g. Ein 
so groBer Glykogenansatz ist also auch auf Grund der Ge- 
wichtszunahme unwahrscheinlich, um so mehr, als Glykogen 
nicht trocken, sondern etwa mit seinem 3fachen Gewicht 
Wasser angesetzt wird, also der Ansatz 2770 g gleichkommen 
wiirde. 

Bislang haben wir nur mit den Daten des gleich zu Be- 
ginn der 3. Periode ausgefiihrten Respirationsversuches gerechnet. 
Mitteln wir hingegen die gefundenen Zahlen von O, und CO, 
aller drei Respirationsversuche, so lauten diese: 22331 O, und 
2697 1 CO,. 

Fiihrt man mit Hilfe dieser Zahlen die auf 8.211 erklarte 
Rechnung aus, so bleiben zum Ansatz 1554,6 1 O, und 
1120,8 1 CO,, und man gelangt damit zu 761 g Fett und 
49,5 g Glykogen. 
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Hiernach betragt der Ansatz: 
1062 g Fleisch 
761 g Fett 
50 g Glykogen 
150 g Wasser mit dem Glykogen 
2023 g 
gegeniiber der faktischen Gewichtszunahme der 3 Tiere von 
1873 g. Wenn auch die nach der ersten Methode aus Sauer- 
stoff und Kohlenséiure berechnete Fettbildung nur innerhalb 
der zulassigen Fehler des Respirationsversuches abweicht, so 
kann immerhin noch der geringe hier berechnete Glykogen- 
ansatz durch die Zunahme des Kérpergewichtes gestiitzt werden. 
Um den Arbeitsaufwand fiir den Ansatz zu berechnen, 
setzen wir zuniachst die Menge der resorbierten Niahrstoffe, 
von denen hauptsichlich Kohlenhydrate (inkl. Rohfaser) in 
Betracht kommen, in Aquivalente an O, und CO, sowie in 





ihren Brennwert um. 


4524.6 g Kohlenhydrate brauchen: 


37461 O, und liefern 3746 | CO, und 18958 Cal. 


Dazu kommen die Aqui- 
valente fiir 157,6 g um- 











gesetztes Protein . . . 14910, 1201 CO, 630 Cal. 
38951 0, 38661 CO, 19588 Cal. 
Abziiglich der 48,21 Methan 
und 221 Wasserstoff. . 10710, 481 C0, 527 Cal. 
378810, 38181 CQ, 19061 Cal. 
Respiriert wurden im Mittel 
der 3 Versuche. . . . 223310, 26971 CO, 
155510, 11211 C0, 
Die entsprechenden Fettansaitze sind: 782 g und 786 g, im 
Mittel 784 g 49,5 Cal. . Sich & GAO 7448 Cal, 
Warmeentwicklung im Stoffwechsel ‘ Pyar 11613 Cal. 
Im Verhiltnis der Oberfliche wachsend, wiirde jetat der 
Bedarf unter den Energieverhaltnissen der 1. Periode be- 
tragen 217-5,06° __ 7910 Cal 7910 Cal 
rag’ — 7 , al, 
also ein Mehrverbrauch von 3703 Cal. 
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os 





Ubertrag 3708 Cal. 


Da die Verdauungsarbeit fiir den Uberschu8 gegeniiber der 
Erhaltungsperiode betrigt: 


a 
+ 


9d A eer GRO BNE 





ay 








f fiir 2949 g Kohlenhydrate . .. .. . & 0,4=1180 
i fa fiir 64,6 g Protein .. .. . &O8=— 62 
es fiir mehr aufgenommene 49, 6 rt Rohfaser & 2,6— 129 







1361 1361 » 


2342 Cal. 





so bleiben fiir die Assimilationsarbeit 
Da 65,7 g Protein & 7,25 Cal mehr als in der 1. ‘Wesiade 







angesetzt sind ..... , 476 » 
so hat die Fettbildung von der ay 827g hai... 1866 Cal, 





d.h. 1g Fett: 2,38 Cal. 







Fiihrt man nun nochmals die Rechnung mit dem Ansatz 
aus, der ebenfalls berechtigten Anspruch auf Richtigkeit machen 
kann, nimlich mit den Zahlen: 761 g Fett und 50 g Glykogen, 
so gestaltet sie sich folgendermaBen: 



















Zur Verfiigung standen .......... =. £:19061Cal. 
Der Brennwert fiir den Ansatz: 761g Fett + 50g 
a ne © 6.0 © © 4% 68 bi 0 o8 eee 7439 » 
bi 11622 Cal. 
2. Abziiglich der Erhaltungsbedarf. . ...... 7910 » 
ae 3712 Cal. 
ih Der Mehrverbrauch der a gegen- 
i. 3 iiber der Erhaltungsperiode ... . , 1361 » 
be 2351 Cal. 
Assimilationsarbeit fiir 65,7 g EiweiB . .... 476 » 






1875 Cal. 










Unter der Voraussetzung, daB der Ansatz von Glykogen 

keines besonderen Extraaufwandes an Energie bedarf, bendtigt 

| der Fettansatz von 761g eine Energiemenge von 1875 Cal, 

Fs 3 ) d.h. 1 g verdautes Fett braucht zu seinem Ansatz 2,47 Cal. 
' 







Das macht 25,9°/, des Brennwertes des angesetzten Fettes. 
Wir finden hier also das einigermaBen iiberraschende Er- 
gebnis, daB die Bildung von Koérperfett aus Kohlenhydraten 
nur wenig mehr Energieaufwand erfordert wie dessen Assimilation 
aus Nahrungsfett. 
Wir méchten hier die Beobachtung nicht unerwahnt lassen, 
daB das Schweinefett, das wir in verschiedenen Proben den 












Stoff- und Energieumsatz des Schweines. 215 


ausgeschlachteten Tieren entnommen haben, im strengen Sinne 
nicht das allgemein iibliche gewesen ist: 
Der Schmelzpunkt des Schweinefettes wird angegeben 
WORTROE cc tt twee st oe SR 
. Tee «cee wees s Oe 


Es betrug der Schmelzpunkt 

des verfiitterten Palmins. . .... 25° 
» Nierenfettes von Schwein III. . 44 bis 45° 
» Mesenterialfettes von Schwein III 46 » 467/,° 
” ” ” ” I 51 » 52° 
» Nierenfettes ” ” I 45° 


Schon durch das Aussehen und durch das Urteil ver- 
schiedener Kenner wurde festgestellt, daB dieses Schweinefett 
nicht mit dem allgemein kiuflichen zu identifizieren war. 

Wie dem nun auch sein mag, das eine ist sicher, daB im 
tierischen Organismus bei Fettansatz eine gewisse Assimilations- 
arbeit vorhanden ist, deren Existenz Kellner ja immer be- 
hauptet hat. 

DaB unsere Zahlen fiir die Assimilationsarbeit des EiweiBes 


mit 7,25 Cal und des Fettes mit 2 bis 2,5 Cal absolut richtig 
sind, wollen wir heute noch nicht behaupten; sie erhéhen oder 
erniedrigen sich mit dem wahren Wert des Energiebedarfs 
hungernder Schweine, den wir aus Tangls Versuchen mit 
1024 Cal pro Quadratmeter und Tag berechnet haben. 
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Bestimmung kleiner Mengen Quecksilber in organischer 
Substanz. 
Von 
Svend Lomholt und J. A. Christiansen. 
(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1913.) 


In der Literatur werden sehr viele verschiedene Bestimmungs- 
methoden kleiner Quecksilbermengen, die bei Untersuchungen iiber 
den Kreislauf des Quecksilbers im Organismus Bedeutung haben, 
angegeben. Viele nicht zufriedenstellende Versuche mit den bis 
jetzt vorgeschlagenen Methoden veranlaBten uns aber, eine neue 
auszuarbeiten. Unser Ziel war es, eine solche ausfindig zu machen, 
die zu Serienuntersuchungen geeignet wire, eine hinreichende 
Genauigkeit zulieBe und selbst in der Hand eines nicht sehr 
Geiibten zuverlaBlich wire. 

Viele der friiher angewandten Methoden sind im Neu- 
bergschen Handbuch ,,Der Harn“ angegeben. AuBerdem sind 
kritische Ubersichten u. a. von P. E. Raaschou’) und neuer- 
dings von H. Buchtala*) gegeben worden, weshalb eine solche 
wohl iiberfliissig scheint. Wir wiinschen nur einige der vorge- 
schlagenen Methoden kurz zu besprechen, um dadurch zu zeigen, 
welche Miangel wir besonders zu vermeiden streben. 

Die Methode Raaschous’) ist, obgleich im Prinzip origi- 
nell und gut, zu unserem Zwecke nicht anwendbar. Erstens 
ist es schwierig, das Quecksilber in einer Kugel zu sammeln; 
zweitens mu8 man fiir jede Analyse ein neues Destillations- 
rohrchen verfertigen, was zeitraubend ist, und endlich zerspringt 
dieser Apparat sehr leicht, wenn man destilliert. 


1) Zeitschr. f. anal. Chem. 49, 172, 1910. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 249, 1913. 
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Das Quecksilber als Quecksilbersulfid in kolloider Lésung, 
z. B. nach Schumacher und Jung’) colorimetrisch zu _be- 
stimmen, ist zwar recht einfach; aber sehr genaue Resultate 
kann man mit dieser Methode nicht erreichen, dazu ist die 
kolloide Lésung und mithin auch die Farbe nicht bestindig 
genug. 

Methoden, die auf einer Wagung fuBen, werden immer 
die zuverlassigsten sein. Wir werden hier die von Schumacher 
und Jung*) vorgeschlagene, die seitdem 6fters — zum Teil 
mit kleinen Modifikationen — angewandt worden ist, besprechen. 
Nach diesen Verfassern wird das Quecksilber durch Stanno- 
chlorid ausgefallt und von der Fliissigkeit durch eine in einem 
»filtrierrohr“ befindliche Schicht von Goldasbest abfiltriert. 
Der groBe Vorzug dieser Methode ist, daB die Manipulationen 
einfach und die Gerate leicht zu verschaffen sind. Handelt es 
sich aber (was sehr oft vorkommt) um Bestimmung von Bruch- 
teilen von Milligrammen, dann werden die Wagungsfehler im 
Verhaltnis zu der ganzen Menge zu groB, da es fast unmég- 
lich ist, einen Apparat mit einer so groBen Oberfliche bis zu 
konstantem Gewichte zu trocknen. 

Es wird sicher am zweckmaBigsten sein, das Quecksilber 
durch Elektrolyse auszuscheiden. Man bekommt in dieser 
Weise das Quecksilber auf einer Elektrode*) niedergeschlagen, 
deren Taragewicht mit der Genauigkeit, die die Wage zulaBt, 
leicht bestimmbar ist. Unter vielen anderen haben O. Sc humm‘) 
und neulich H. Buchtala®) (dessen Bestimmungsweise der 
Methode Schumms mit einigen Anderungen nachgebildet ist) 
eine solche Bestimmung durch Elektrolyse ausgearbeitet. Die 
Elektrolyse wird von ihnen in einer direkt durch Einengung 
bis ca. 200 ccm der bei der Zerstérung der organischen Sub- 
stanz (die sie mittels chlorsauren Kalis und Salzsiure ausfiihren) 
gewonnenen Lésung hergestellten Fliissigkeit vorgenommen. 
Die davon herriihrenden Mangel, wie z. B. die auBerst kleine 


1) Zeitschr. f. anal. Chem. 41, 461, 1902. 
*) Zeitschr. f. anal. Chem. 39, 12, 1901. 
*) Gold ist dem Platin vorzuziehen, da das Quecksilber sich damit 
leichter amalgamiert, 
*) Zeitschr. f. anal. Chem. 44, 73, 1905. 
le 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 
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Quecksilberkonzentration, die groBen Mengen von Salzen und 
nicht zerstérten organischen Stoffen in der zu elektrolysierenden 
Lésung und deswegen unreine Ausscheidung des Quecksilbers, 
vermeiden wir durch ,,Konzentrationsfallung* nach Raaschou’). 
Dadurch wird allerdings der Analysengang etwas komplizierter, 
aber das Resultat auch um so zuverlissiger. 

Von nicht geringerer Bedeutung als die eigentliche Mengen- 
bestimmung des Quecksilbers ist, wenn man eine genaue Be- 
stimmung anstrebt, die Wahl einer geeigneten Methode zur 
Zerstérung der das Quecksilber begleitenden organischen Substanz. 

Man muB sich ein fiir allemal erinnern, daB bei dieser eine 
gewisse Vorsicht immer notwendig ist. Nach verschiedenen 
Angaben sind namlich die Quecksilbersalze mit Wasserdampf 
fliichtig, Wenn man jedoch mit sauren Lésungen arbeitet, 
wird die Gefahr, da8B dadurch Verluste entstehen kénnten, nicht 
groB sein; jedenfalls haben wir bei Kontrollversuchen einen 
solchen niemals mit Sicherheit nachweisen kénnen. Am meisten 
gebraucht ist bisher die Zerstérungsmethode nach Fresenius 
und Babo*) mit Salzsiure und Kaliumchlorat. Bei Fliissig- 
keiten mit niedrigem Gehalt an Fett und EiweiBkérpern, z. B. 
Harn, ist sie zwar anwendbar, aber selbst in solchen Fallen 
und bei langem Kochen unter Verwendung groBer Mengen von 
Reagenzien ist es schwierig, allen organischen Stoff zu zer- 
stéren. Gegen Organe wie Leber oder Niere versagt sie fast 
vollstandig. 

Besser, wenngleich weniger iiblich, ist es, nach A. Neu- 
mann*) mit einer Salpeter-Schwefelsiuremischung zu dekompo- 
nieren. GroBe Sauremengen sind jedoch auch nach dieser 
Methode erforderlich, um eine vollstandige Zersetzung zu er- 
reichen, und wenn es sich um Harn, Ascites u. dgl. handelt, 
ist eine langwierige Einengung notwendig. 

Am besten scheint es uns, mit K. T. A. Jensen‘) die Oxy- 
dierung mit Kaliumpermanganat in schwefel- oder salpeter- 
saurer Lésung vorzunehmen. Diese Methode gibt vorziigliche 
Resultate, nicht nur bei Flissigkeiten mit maBigem Gehalt an 


1) 1. ¢. 8. 175. 

*) Annal. d. Chem. u. Pharm. 49, 308, 1844. 

%) Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 115, 1904. 

*) Ugeskrift for Leger, Kébenhavn, 74, Nr. 22, 1912. 
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organischen Stoffen, sondern auch, wenn eine Vorbehandlung 
mit rauchender Salpetersiure vorgenommen wird, bei Stoffen 
wie Faeces, Organen u. dgl. 


Unsere Methode besteht somit aus folgenden Prozessen: 


I. Zersetzung der organischen Substanz. 
II. Fallung mit Schwefelwasserstoff nach Zusatz von Kupfer- 
sulfat und Filtrierung. 
III. Auflésung des Sulfidniederschlages. 
IV. Ausscheidung des Quecksilbers durch Elektrolyse. 
V. Wagung. 


I. Ist die zu untersuchende Substanz z. B. eine Harnprobe, 
so wird 11 derselben mit ca. 80 ccm konzentrierter Schwefel- 
siure in einem Rundkolben versetzt. Danach wird zum Kochen 


erwarmt und Kaliumpermanganat in kleinen Portionen (ca. 2 g) 
zugesetzt. Nach jedem neuen Zusatz kocht man bis zur be- 
ginnenden Entfarbung der Flissigkeit. Wenn Entfarbung bei 
einstiindigem Kochen nach dem Zusatz nicht mehr stattfindet, 
ist der ProzeB zu Ende gebracht. Der Uberschu8 von Per- 
manganat wird durch Zusatz einer gesattigten Lésung von 


Oxalsiure beseitigt. Bei Fliissigkeiten von bekannter Be- 
schaffenheit ist es jedoch leichter, auf einmal einen durch Er- 
fahrung bestimmten Uberschu8 von Permanganat zuzusetzen 
und dann einfach ca. 2*/, Stunden zu kochen. Bei Harn werden 
ca. 30 g pro Liter eine passende Portion sein. Wenn zuletzt 
der Uberschu8 an Permanganat nur klein ist, so daB ganz 
wenig Oxalsiurelésung zur Entfarbung erforderlich ist, so tut 
man am besten, wenn man etwas mehr davon zusetzt und 
von neuem kocht. Ist die Oxydierung zu Ende gebracht, so wird 
die Fliissigkeit durch den Zusatz der Oxalsiurelésung wasser- 
hell werden. 

Handelt es sich dagegen um Organe, Fiakalien oder der- 
gleichen, dann mu8 eine Vorbehandlung zwecks Entfernung der 
Hauptmenge des organischen Stoffes vorgenommen werden. 
Man kocht zu diesem Zweck den mechanisch grob zerteilten 
Stoff 1 bis 2 Stunden in einem langhalsigen Rundkolben mit 
rauchender Salpetersiure. Die Zugabe dieser Siure mu8B mit 
einiger Vorsicht geschehen, da Fett eine starke Schaumbildung 


verursachen kann. Die Oxydierung ist von einer starken Ent- 
15* 
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wicklung schwarzroter Diaimpfe begleitet. Ist viel Fett vor- 
handen, wird es vorteilhaft sein, das Kochen, wenn die festen 
Stoffe gelést sind, abzubrechen, unter dem Wasserstrahl ab- 
zukiihlen und vom festen Fettkuchen zu dekantieren oder durch 
einen gehirteten Filter zu filtrieren. Jedenfalls wird die Lé- 
sung nun bis auf 100 bis 200 ccm eingeengt, mit Wasser bis zu 
ca. 500 com verdiinnt und mit Permanganat wie oben be- 
schrieben oxydiert 

II. Nach beendigter Oxydierung wird die mit 0,05 g kry- 
stallisierten Kupfersulfates versetzte Fliissigkeit mit Ammoniak 
teilweise neutralisiert und, wenn Salpetersdure zugegen ist, 
auBerdem abgekihlt. Jetzt wird mit Schwefelwasserstoff ge- 
sittigt und der mit einem Stépsel versehene Kolben einige 
Zeit der Ruhe iiberlassen, damit der Niederschlag sich aus- 
flocken kann. Dann wird vor der Saugpumpe mittels eines 
in einem Gooch-Tiegel mit Siebplatte befindlichen Asbestfilters 
filtriert und ausgewaschen. Durch den Zusatz des Kupfer- 
sulfates wird erreicht, daB das Quecksilbersulfid in leicht fil- 
trierbarer Form ausgefallt wird. Der verwendete Asbest muB8 
mit Salzsiure ausgekocht und die kleinsten Partikelchen, die 
nach langerer Zeit (ca. 15 Min.) sich nicht zu Boden gesetzt 
haben, abgeschlammt werden. 

III. Jetzt wird der Tiegel mit dem Niederschlag in einem 
kleinen mit einem Uhrglas als Deckel versehenen Becher 
(ca. 50 ccm fassend) angebracht, 5 ccm konzentrierter Sal- 
petersiure (68°/,) und 1,5 ccm 1°/,iger Salzsiure zugesetzt 
und gelinde gekocht, bis alles schwarze Sulfid in Lésung ge- 
gangen ist’). 

Dann wird der Tiegel in einen Trichter angebracht und 
die daran haftende Lésung in den untergestellten Becher gespiilt. 
Lésung und Waschwasser miissen zusammen ca. 40 ccm aus- 
machen. 

IV. Von der klaren, blauen Fliissigkeit wird nun das 


1) Die angefiihrten Séuremengen miissen einigermaBen eingehalten 
werden. Wesentlich mehr Salzséure erschwert die elektrolytische Tren- 
nung des Quecksilbers vom Kupfer; wesentlich weniger wird aber un- 
vollstandige Lésung des Quecksilbersulfids bewirken. GréBere Mengen 
von Salpetersiéure kénnen die elektrolytisehe Ausscheidung des Queck- 
silbers wesentlich verlangsamen. 
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Quecksilber durch Elektrolyse ausgeschieden. Man gebraucht 
als Anode einen diinnen Platindraht, als Kathode eine diinne 
Goldplatte (1 >< 2cm) mit angeschweiBtem Platindraht. Um 
eine einigermaBen schnelle Ausfillung zu bekommen, ist es 
notwendig, die Fliissigkeit wiaihrend der Elektrolyse in Be- 
wegung zu halten, was z. B. durch Luftdurchleitung ge- 
schehen kann. Man benutzt eine Spannung von 1,5 Volt. Bei 
dieser Spannung und gutem Umriihren wird im Laufe von 
6 bis 8 Stunden praktisch genommen alles Quecksilber aus- 
gefallt werden (bis zu 0,1 mg kann zuriickbleiben). Dagegen 
wird Kupfer nicht oder (bei Anwesenheit kleiner Mengen von 
Salzsiure) nur in ganz geringen Mengen unter denselben Be- 
dingungen ausgeschieden’). Wir haben bei unseren Versuchen 
immer 18 bis 20 Stunden (iiber Nacht) elektrolysiert. Nach dem 
Verlauf dieser Zeit werden die Elektroden ohne Unterbrechung 
des Stromes mit Wasser ausgewaschen, die Kathodenpolschraube *) 
losgeschraubt und die Kathode in einen Exsiccator gebracht. 
Das Trocknen mit Alkohol und Ather kénnen wir nicht emp- 
fehlen, da dieses, namentlich bei gréBeren Quecksilbermengen, 
leicht einen Verlust verursachen kann. 


V. Die iiber Schwefelsiure bis zum konstanten Gewichte 
getrocknete Elektrode wird jetzt gewogen, in einer Glasréhre 
unter Wasserstofidurchleitung (um Oxydierung einer etwa aus- 
gefaillten Spur von Kupfer zu vermeiden) stark erhitzt, ab- 
gekiihlt und aufs neue gewogen. 

Diese Methode ist, wie es aus einigen unten angefiihrten 
Kontrollversuchen hervorgeht, sehr zuverlaBlich. Sie ist ein 
wenig umstandlich; aber wenn die Analysen in Serien vor- 


genommen werden, wird man doch, wenn man einige Ubung 
erlangt hat, die einzelne Analyse mit einem Zéitaufwand von 
1 bis 2 Stunden durchfiihren kénnen. Die Handhabung ist ein- 
fach und komplizierte Apparate sind nicht erforderlich. Nur 
ist zu bemerken, da8 zur Elektrolyse Leitungs- oder Akkumu- 
latorstrom anderen Stromquellen bei weitem vorzuziehen ist. 


Trockenelemente kénnen benutzt werden; sie geben auberdem 
direkt die zu verwendende Spannung; aber es ist eine oftmalige 


1) H. Freudenberg, Zeitschr. f. physikal. Chem. 12, 97, 1893. 
2) Schumm, I. c., 8. 83, FuBnote. 
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Erneuerung derselben erforderlich’). Cupron-Elemente erwiesen 
sich bei einigen mit ihnen vorgenommenen Versuchen als ganzlich 
unzweckmaBig; sie waren inkonstant und sehr unbequem zu ge- 
brauchen. Um die zu verwendende Spannung (1,5 Volt) und 
eine gewisse Variabilitaét derselben zu erreichen, verwenden wir 
eine Abzweigung des Stromes nach dem Prinzip der Poggen- 
dorffschen Kompensationsmethode. 

Die von uns bei den unten genannten Versuchen benutzte 
Wage war eine gewohnliche analytische Wage von Sartorius, 
deren Ausschlag vier Teilstriche pro Milligramm betrug. 


Wir haben in dieser Weise mehrere Untersuchungsreihen 
iiber das mit den Faeces und dem Harn ausgeschiedene Queck- 
silber durchgefiihrt, und die Methode hat sich stets vorziiglich 
bewahrt. Auch gelegentlich einiger Untersuchungen des Queck- 
silberremanenses im Organismus bei letalen Quecksilbervergif- 
tungen oder intercurrenten Todesfillen wahrend einer Queck- 
silberkur haben wir sie mit ausgezeichneten Resultaten ge- 
braucht, obgleich es z. B. bei der Untersuchung der Leber, der 
Lungen, des Darmkanals und des Gehirns sich um sehr be- 
trichtliche Mengen organischer Substanzen handelte. Eine aus- 
fiihrliche Besprechung der bei dieser Untersuchung gewonnenen 
Resultate wird an anderen Orten mitgeteilt werden. Hier mégen 
nur noch einige Beleganalysen angefiihrt werden. 

I. 500 com Harn, 2,8 mg Hg (als HgCl,) enthaltend, wurden mit 
40 ccm konz. H,SO, und 15 g KMn0O, versetzt und 3 Stunden gekocht. 

Es wurde gefiallt, filtriert, gelést und elektrolysiert wie oben be- 


schrieben. 
Elektr. +- Hg 0,1360, g 
n leer 0,1332, ” 


Differenz (Hg) 2,7, mg. 





II. 500 com Harn, 2,4 mg Hg enthaltend: 
Elektr. +- Hg 0,5181, g 
» leer 0,5158, » 
Differenz (Hg) 2,3, mg. 





1) Wenn die angegebenen Dimensionen der Elektroden und GefaBe 
verwendet werden, wird die Stromstarke ca. 1 Milliampere sein. Kennt 
man also die Kapazitét des Elementes, kann man die Lebensdauer der- 
selben annihernd berechnen. 





Bestimmung von Quecksilber. 


III. 500 com Harn, 1,2 mg Hg enthaltend: 
Elektr. + Hg 0,4520 g 

» leer 0,4508 » 
Differenz (Hg) 1,2 mg. 


IV. 500 cem Harn, 0,48 mg Hg enthaltend: 
Elektr. +- Hg 0,5251, g 
n leer 0,5247, ” 

Differenz (Hg) 0,4, mg. 








V. 50 g Faeces, 2,8 mg Hg enthaltend, wurden mit 0,05 g Kupfer- 
sulfats und 300 ccm rauchender Salpeterséiure versetzt. Nach 1stiin- 
digem Kochen wurde auf gehiartetem Filter filtriert und mit konzen- 
trierter (68°/,) Salpetersiure nachgespiilt. Das Filtrat wurde nach 
1'/, Stunden gekocht und sodann bis 500 ccm mit Wasser verdiinnt. 
Jetzt wurde bei 2'/,stiindigem Kochen KMnO, in 3 Portionen von je 
5 g zugesetzt. Es wurde nun gefillt usw. wie oben. 


Elektr. + Hg 0,1361 g 
6 leer 0,1334 » 
Differenz (Hg) 2,7 mg. 





VI. 50 g Faeces, 1,2 mg Hg enthaltend: 
Elektr. + Hg 0,5441 g 
» leer 0,5429 » 
Differenz (Hg) 1,2 mg. 





Bei allen hier angefiihrten Versuchen wurde ca. 18 Stunden mit 
einer Spannung von 1,5 Volt elektrolysiert. Die Stromstarke ist beim 
Beginn der Elektrolyse meistens ein wenig iiber 1 Milliampere gewesen; 
aber wahrend des Verlaufs der Elektrolyse ist sie in der Regel bis 
ca. 0,1 Milliampere oder darunter gesunken. 


Die vorbereitenden Untersuchungen sind im Carlsberg- 
Laboratorium, die iibrigen im chemischen Laboratorium des 
Stadtkrankenhauses Kopenhagens ausgefiihrt worden. Fiir das 
Interesse, das uns dabei erwiesen worden ist, danken wir den 
Herren Professor Dr. phil. 8. P. L. Sérensen und Prosektor 
Dr. med. V. Scheel, und endlich sprechen wir auch Herrn 
Professor Dr. med. E. Ehlers unseren besten Dank aus fiir 
die groBe Bereitwilligkeit, mit der er uns das nétige Versuchs- 
material zur Verfiigung gestellt hat. 








i 
i 
2 
ery 


EA ay! 


ATA ae 


_ + ong 


Bee ee 








Uber die Stérungen im EiweiSstoffwechsel Krebs- 
kranker. (Zugleich ein Beitrag zur Kenntnis der 
Rhodanausscheidung.) 

Von 
Paul Saxl. 


(Aus der I. medizinischen Klinik in Wien.) 
(Eingegangen am 20. Juli 1913.) 


Den ilteren Befunden iiber Stérungen im EiweiBstoff- 
wechsel Krebskranker haben sich in den letzten Jahren eine 


Reihe von Angaben hinzugesellt. 

Wir wollen, bevor wir hier auf die Mitteilung eines neuen Befundes 
eingehen, eine kurze Ubersicht iiber die bisherigen Befunde geben. Je 
zahlreicher sie werden, in um so scharferen Umrissen zeigt sich ein eigen- 
artiges Bild einer Stoffwechselstérung beim Krebskranken, das von den 
anderen Formen endogener und toxischer Stérung des EiweiBabbaues ab- 
weicht, und die Annahme Friedrich Millers'), v. Noordens®), 
A. Schmidts*) u. a. rechtfertigt, es liege beim Krebskranken eine spezi- 
fische Stérung des EiweiBzerfalles vor. 

1. Der gesamte EiweiBumsatz. Die friihesten Untersuchungen 
sind die Friedrich Miillers'). Er fand bei 4 von 7 Fillen eine 
negative N-Bilanz und nahm unter sorgfaltiger Erwaigung und Kritik aller 
in Betracht kommender Verhiltnisse eine spezifisch toxische Wirkung 
der Krebskrankheit auf den EiweiBzerfall im Sinne einer Erhéhung des- 
selben an. Eine gréBere Zahl von Autoren hat sich fernerhin mit diesem 
Gegenstand beschiaftigt {Friedrich Miiller'), G. Klemperer‘), 
v. Noorden und Giartig®), Braunstein®), Moraczewsky’), Blumen- 


thal’), Setti%), C. Lewin™)}. 


1) Fr. Miiller, Zeitschr. f. klin. Med. 1889. 
*) v. Noorden, Handb. d. Physiol. u. Pathol. des Stoffwechsels. 


I. Auflage. 
%) A. Schmidt, ebenda. II. Auflage. 
*) G. Klemperer, Charité-Annalen 1891. 
5) (Gartig) v. Noorden, Dissertation Berlin 1890. 
*) A. Braunstein, Zeitschr. f. Krebsforsch. 1, 199, 1904. 
*) W. Moraczewsky, zitiert nach A. Schmidt, 1. c. 
8) F. Blumenthal, Festschrift f. Salkowski, Berlin 1904. 
®) G. Setti, zitiert nach A. Schmidt, 1. c. 
) C. Lewin, Deutsche med. Wochenschr. 1905. 
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Aus ihren Untersuchungen geht hervor, daB sich bei Krebskranken 
auch ohne Hunger, Fieber, stirkere Kachexie ein gesteigerter EiweiB- 
zerfall findet; daB dies aber kein regelmaiBiges Vorkommnis ist; ja 
es kann auch vereinzelt Stickstoffansatz stattfinden (v. Noorden). 

2. Die Harnstoffausscheidung. Hiermit wenden wir uns der 
Besprechung der Zusammensetzung der N-Bestandteile des Harnes zu. 
Eine Verminderung des prozentuellen Harnstoffgehaltes wurde von Tép- 
fer’), Setti®), W. Camerer*), Magnus-Alsleben*) und Murachi®) 
bei einer groBen Zahl Krebskranker — verglichen mit anderen Schwer- 
kranken — gefunden; eine kleinere Gruppe von Krebskranken zeigte 
normale Werte. Th. Brugsch®) fand bei einem sehr heruntergekom- 
menen Oesophaguscarcinom hohe Harnstoffwerte. Demnach diirfen wir 
fiir die Mehrzahl der Krebskranken ein Heruntergehen des Harnstoff- 
quotienten annehmen. 

3. Die Ammoniakausscheidung wurde von Tépfer’), von 
v. Noorden*), von Limbeck®) vermehrt gefunden; auch Murachi 
fand bei einer groBen Zahl von Krebskranken Vermehrung der NH,- 
Ausscheidung. Setti vermiBte sie in den von ihm untersuchten Fallen. — 
Die Werte von Murachi verdienen besondere Beachtung, da sie mit 
der verliBlichen Methode von Folin-Spiro ausgefiihrt wurden. 

Diirfen wir in der Vermehrung des Ammoniaks im Harne Krebs- 
kranker einen Ausdruck der im Organismus bestehenden Acidosis sehen, 
so finden diese Befunde eine neue Unterstiitzung in den Untersuchungen 
von Porges und Leimdérfer™), die mit Hilfe ihrer Atemluftanalyse 
ebenfalls eine Acidosis im Blute Krebskranker nachwiesen, die bemerkens- 
werterweise nicht an den Zustand der Kachexie gebunden ist; auch 
nicht kachektische Krebskranke ergaben niedrige CO,-Spannung im Blute, 
i. e. erhdhte Acidosis desselben. — Porges und Leimdérfer fanden 
diese Acidosis bei Krebskranken auch unabhingig von Ketonurie im 
Harn, so daB sie der Meinung Ausdruck gaben, daB die im folgenden 
erwihnten, mangelhaft oxydierten, sauren EiweiBkérper die Traiger der 
Acidosis bei Carcinomatésen sind. — 

Von besonderer Bedeutung fiir das Studium des EiweiBabbaues beim 
Krebskranken wurde jene Gruppe von N-haltigen Substanzen, von denen 
angenommen wird, da8 sie der normalen Umbildung zu Harnstoff ent- 


1) G. Tépfer, Wiener klin. Wochenschr. 1892. 

*) G. Setti, zit. nach Malys Jahresber. 1899. 

8) W. Camerer, Zeitschr. f. Biol. 1902. 

*) Magnus-Alsleben, Zeitschr. f. klin. Med. 1909. 

5) N. Murachi, Beitrige z. Carcinomforsch. Heft 3. 

*) Th. Brugsch, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 1905. 

*) G. Tépfer, 1. c. 

8) v. Noorden, l. c. 

®) Limbeck, zitiert nach Murachi. 

1”) O. Porges und A.}Leimdérfer, Beitrige z. Carcinomforsch. 
Heft 3. 
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gangen sind und in mangelhaft oxydierter Form im Harne auftreten. — 
Tépfer') zeigte, daB der Reststickstoff im Harne der Krebskranken relativ 
vermehrt sei. Hatte er schon spiterhin die Vermutung ausgesprochen, daB 
dieser von ihm gefundene Harnbestandteil mit den von Bondzynsky 
und seinen Mitarbeitern entdeckten Oxydproteinsiuren identisch ist, so 
zeigten Salomon®) und ich an einem groBen Materiale und mit der prak- 
tisch leicht verwendbaren, im wesentlichen von Ginsberg*) ausgearbei- 
teten Methode, daB die Relation der Oxyproteinsiure zum Gesamtstickstoff 
bei der tiberwiegenden Mehrzahl der Krebskranken 3°/, betraigt, wihrend 
Nichtkrebskranke eine Relation von 1 bis 2°/, zeigten. Die Oxyprotein- 
siurebefunde wurden von Kondo‘) nachgepriift und bestatigt. Falk, 
Salomon und Sax!1°) bestimmten mit Hilfe der Formoltitration die Poly- 
peptidfraktion und fanden auch hier eine betrichtliche Vermehrung gegen- 
iiber der Norm. Die Oxyproteinsauren sind natiirlich ein Teil der Poly- 
peptidfraktion. — Angeregt durch diese Befunde fand E. Salkowski®), 
an seine eigenen ilteren Befunde ankniipfend, den kolloidalen Stickstoff 
im Harne Krebskranker vermehrt. Er hat zu dessen Bestimmung ur- 
spriinglich Fallung mit Alkohol, spaiter mit Metallsalzen angegeben und 
hat die Bestimmung des kolloidalen Harnstickstoffs fiir diagnostische 
Zwecke empfohlen. — Was zunichst das Verhiltnis dieser kolloidalen 
Stickstofffraktion Salkowskis zu der Fraktion der Oxyproteinsiuren 
anlangt, wurde von Kojo’), dem Mitarbeiter Salkowskis, festgestellt, 
daB diese Fraktionen jedenfalls nicht véllig identisch sind. Kojo fand 
in der kolloidalen N-Fraktion auch Harnsiure. Vielleicht ist es auf diesen 
Umstand, daB nimlich mit der Kolloidfraktion Salkowskis noch ver- 
einzelte andere Substanzen auBer den Oxyproteinsiuren mitgerissen werden, 
zuriickzufiihren, daB die Nachpriifer, die mit der Methode Salkowskis 
gearbeitet haben, keine durchwegs befriedigenden Resultate erhalten haben, 
wenn auch aus der Summe der gewonnenen Zahlen hervorgeht, daB der 
von E. Salkowski gewonnene prinzipielle Befund hoher Ausscheidung 
von kolloidalem N fiir die meisten Krebskranken zutrifft. [GroB und 
Reh‘), Ishioke®), Caforio™”), Manzini™), Einhorn, Kahn und 
Rosenbloem”).) 


1) G. Tépfer, Centralbl. f. d. ges. med. Wissenschaft 1897. 

*) H.Salomon und P.Sax!, Beitrage zur Carcinomforschung, Heft 2. 

%) W. Ginsberg, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 

*) K. Kondo, Beitrige z. Carcinomforsch. Heft 3. 

5) F. Falk, H. Salomon, P. Saxl, Med. Klinik 1900, Heft 3. 

®) E. Salkowski, Berl. klin. Wochenschr. 1905 u. 1910. 

*) Kojo, Zeitschr. f. physiol. Chem. 73, 1911. 

*) GroB u. Reh, Med. Klinik 1911. 

®) Ishioke, Med. Klinik 1911. 

%) Caforio, Berl. klin. Wochenschr. 1911. 

) Manzini, Arch. f. klin. Med. 1911. 

##) Einhorn, Kahn u. Rosenbloem, Arch. f. Verdauungskrank- 
heiten 1911. 
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Ebenso wie die N-Bestimmung der mangelhaft oxydierten Eiwei8- 
abbauprodukte eine relative Vermehrung ergab, fiihrte die S-Bestimmung 
in dieser Gruppe zu relativ héheren Werten als bei anderen Kranken. 
So fand M. Wei8') bei Krebskranken die héchsten Werte der relativen 
S-Ausscheidung. N. Murachi bestitigte diese Befunde. — M. WeiB 
halt den Neutralschwefel fiir groBenteils identisch mit den Oxyprotein- 
sduren; immerhin blieben aber noch groBe Differenzen iibrig: fand er 
doch z. B. bei Tabelle VI Fall 2 und 5 in der Oxyproteinsiaurefraktion 
nur 65°/, und 52,7°/, des Neutralschwefels als Proteinsiureschwefel. 

Resiimieren wir die in diese Gruppe gehdérigen Befunde, so ergibt 
sich, daB mit verschiedenen Methoden, die nicht genau die 
gleichen Substanzen treffen, jedoch alle nach einer gleich- 
sinnigen Richtung hinweisen, erwiesen worden ist, da8 im 
Harne Krebskranker EiweiBderivate, die ihrer normalen Um- 
wandlung zu Harnstoff entgangen sind, in relativ vermehrter 
Weise auftreten. 

Hieran reiht sich noch ein Befund von Salomon und Sax]’), die 
eine sehr augenfillige Vermehrung des leicht oxydierbaren Anteiles des 
neutralen Schwefels fanden; den Nachweis dieser Fraktion haben wir 
auch fiir diagnostische Zwecke empfohlen. M. Kaldeck*), Egon Pti- 
bram‘), Mich. Mazzibelli®), E. Petersen®) haben diesen Befund nach- 
geprift. Alle Autoren bestatigten den Befund. Die diagnostische Brauch- 
barkeit wurde von Petersen vdollig anerkannt, von Ptibram, Mazzi- 
belli und Kaldeck jedoch nur mit starken Einschrankungen. 

Salomon und ich’) haben den Neachweis dieser Schwefelfraktion 


neuerdings verbessert; wir verwenden diesen Nachweis als Schwefeloxy- 
dationsreaktion im allgemeinen mit jenem diagnostischen Erfolge, wie 
wir ihn in unserer Publikation geschildert haben. Eine Nachpriifung 
dieses Verfahrens ist noch nicht erschienen. 


Uberblicken wir die im vorstehenden gegebenen Daten, so 
ergibt sich folgendes Bild der Stérung im EiweiBstoffwechsel 
Krebskranker: Bei einer nicht ganz konstant gefundenen 
Steigerung des Gesamtumsatzes findet relativ ver- 
minderte Harnstoffbildung, relativ vermehrte Am- 
moniakausscheidung und Vermehrung von EiweiB- 
schlacken im Harne statt, die deren vollstandigen Ab- 


1) M. WeiB, diese Zeitschr. 27. 

*) H. Salomon u. P. Saxl, Wiener klin. Wochenschr. 1911; Bei- 
trige z. Carcinomforsch. Heft 3. 

*) M. Kaldeck, Wiener med. Wochenschr. 1911. 

*) Egon Ptibram, Wiener klin. Wochenschr. 1911. 

5) Michele Mazzibelli, Rif. medica 1912. 

*) E. Petersen, Deutsche med. Wochenschr. 1912. 

*) H. Salomon u. P. Saxl, Deutsche med. Wochenschr. 1912. 
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bau zu Harnstoff, also wahrscheinlich der vé6lligen 
Oxydation entgangen sind. Es ist daher anzunehmen, daB 
diese Stérung im intermediaéren EiweiBabbau Krebskranker die- 
jenige ist, die dem ganzen Stoffwechselbild ihr Geprige ver- 
leiht. Die mangelhafte EiweiBoxydation fiihrt zu vermehrter 
Persistenz saurer Produkte (Oxyproteinsiuren, usw.), die der 
Organismus mit verstirkter Ammoniakbildung beantwortet; die 
relative Vermehrung dieser beiden N-Fraktionen im Harn be- 
dingt schon allein eine relative Verminderung der Harnstoff- 
fraktion im Harn, wobei eine Verminderung der Produktion im 
oben angefiihrten Sinne natiirlich auch zu erwigen ist. — 
Hierzu kommt noch die stark vermehrte Fraktion des leicht 
oxydablen Schwefels. 

So steht denn das Bild der Stérung im EiweiB- 
stoffwechsel Krebskranker im Zeichen der gestérten 
inneren Oxydation des EiweiBes. Lassen wir die oben- 
erwihnten Beobachtungen Revue passieren, so diirfen wir sagen, 
daB bis jetzt keine Krankheitsgruppe aus der menschlichen 
Pathologie — von speziellen Intoxikationen abgesehen — be- 
kannt ist, bei der diese Stérung der intermediiren Oxyda- 
tion des EiweiBes so deutlich hervortritt wie bei der Krebs- 
krankheit. 

Ich bin nun der Frage nachgegangen, welche Faktoren 
diese mangelhafte EiweiBoxydation bedingen kénnten. Der erste 
Gedanke richtete sich natiirlich auf ,inneren“ Sauerstoffmangel; 
das klassische Gift, das diesen bedingt, ist bekanntlich die 
Blausaure. 

Die Méglichkeit einer intermediéren Bildung geringster 
Mengen von Blausiure bei Krebskranken schien auch durch 
ein anderes Moment erwigenswert. Durch Lang’) und Hej- 
mann’) wurde erwiesen, daf8 Blausiure im Organismus zu 
Rhodan entgiftet wird. Rhodan ist mit Permanganat leicht 
zu SO, oxydierbar, und so dachte ich von vornherein, daB die 
von Salomon und mir*) mit H,O,, von E. P¥ibram‘) spiter 
mit Permanganat oxydierte S-Fraktion Rhodan sein kénnte. 


1) 8. Lang, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 34. 
*) Hejmann, zitiert nach Lang. 

’) H. Salomon und P. Sax], |. ¢. 

*) E. Ptibram, 1. c. 
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Diesen Erwigungen standen jedoch neue Befunde von 
A. Loewy’) gegeniiber, der bei Cyankalivergiftung von Hunden, 
wohl eine sehr starke Vermehrung des Neutralschwefels, eine 
Steigerung des gesamten Eiweibumsatzes, aber keine Ver- 


mehrung des Ammoniaks und des Reststickstoffs, keine Ver- 
minderung des Harnstoffes nachweisen konnte. 

Hingegen schien eine andere in dieselbe Gruppe gehdrige, 
experimentell gewonnene Stoffwechselstérung von vornherein eine 
gute Analogie mit dem Stoffwechsel der Krebskranken zu bieten. 

Nach Verabreichung relativ kleiner und gewiB nicht toxi- 
scher Dosen von Rhodan wurde von Edinger, Clemens’), 
A. Mayer’) eine eigenartige Stérung im EiweiBstoffwechsel be- 
obachtet, die die genannten Autoren als Wirkung von kieinsten 
Mengen von Blausiure auffassen, die im Stoffwechsel inter- 
mediar abgespalten wird. Wir hitten es hier also mit einer 
ganz schwachen Blaftsaureintoxikation zu tun. Die Autoren 
stellten nach Verabreichung von 0,25 bis 1 g Rhodan an ge- 
sunde Menschen — einige Tage lang fortgegeben — fest, daB 
der Gesamtumsatz des Eiweibes stieg, die Ammoniak- und 
Neutralschwefelausscheidung*) vermehrt war — also ein ganz 
ahnliches Bild, wie wir es bei den Krebskranken sahen; diese 
Ahnlichkeit wird noch dadurch vergréBert, da8 das Rhodan 
vermehrt im Harn ausgeschieden wird und demnach ein leicht 
oxydierbarer Schwefel im Harn vorhanden ist. 

Dieser auffailligen Parallelitat der beiden Stoffwechsel- 
stérungen bin ich nun weiter nachgegangen und suchte zu- 
nachst eine Liicke in den Angaben Edingers und seiner Mit- 
arbeiter auszufiillen, die sich mit Riicksicht auf die oben an- 
gefiihrten Befunde A. Loewys bei der Cyankalivergiftung be- 
sonders bemerkbar machte. A. Loewy fand bei Cyankaliver- 
giftung wohl starke Vermehrung des Neutralschwefels, vermibte 
jedoch die Vermehrung des Reststickstoffs und des Ammoniaks. 
Die letztere wurde bei Rhodanverfiitterung von Edinger, 
Clemens, Mayer wiederholt gefunden, so da ich diese Be- 


1) A. Loewy, diese Zeitschr. 8. 

*) A. Edinger und P. Clemens, Zeitschr. f. klin. Med. 59. 

8) A. Mayer, Arch. f. klin. Med. 79 und 80. 

*) Und zwar viel stairker vermehrt, als dem Schwefel des aus- 
geschiedenen Rhodans entsprach. 
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funde nicht weiter nachgepriift habe. Hingegen war der nicht 
oxydierte EiweiBstickstoff zu untersuchen, und ich wandte da- 
her die Oxyproteinsiurebestimmung nach Rhodanverfiitterung 
an. Es ergab sich hierbei folgendes: 
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Tabelle I. 
¢ PLE: In 24 Std. wurden ausgeschied. 55% “~ 
Fe ris sa 4 Z a+ 3 = ‘Ss 8 
Versuchs- |Datumlf$is} G2) = | & | 8 1S96/223 
person 2535 ng P ¢ 16s 28h B34 
1913 a fe font ot E Zoe < - £ 
& ge j|cem/ g g g g os 
I. 22jahr. [15.I0.} — | 1600 0,045 | 16,4 | 0,188] 0,15 0 
Mannin voller |16. 1,0 | 1800 | 0,098 | 17,4 | 0,217] 1,25 0 
Rekonvale- |17. 0,5 | 1750 | 0,112 0,212 | 1,38 0 
szenz nach lo- }18. —- 1300 | 0,132 0,308 | 1,90 |schwach+ 
birer Pneu- |19. — | 1600 | 0,162 0.464)2,90! + 
monie 20. — | 1700 | 0,160 | 0,282 | 1,95 0 
21. — | 1800 | 0,144 0,216 | 1,50 0 
22. — | 1500 | 0,148 0,174 | 1,30 0 
23. — | 1600 | 0,130 0,150 | 1,16 0 
24. — | 1600 | 0,141 0,152 | 0,99 “ 
26. 1750 | 0,112 0,151 | 1,10 - 
11. III. 1650 | 0,067 0,152 | 1,05 0 
Il. 16jahr. 24. I. 1200 | 0,049 0,138] 1,13 | 0 
Mann; aushei- |25. 1170 | 0,096 0,152} 1,40 0 
lendes Ulcus |26. 1700 | 0,193 0,250 0 
ventriculi 27. 1350 | 0,145 0,268 
28. — | 1950 0,260 0,596 
1.1L] — | 1000 | 0,130 0,290 
2. — | 1750 -_s 0,250 0 
3. - ~~ = am a 
4. — | 1650 | 0,090 0,156 0 
5. — | 1250 | 0,064 0,140 0 
IL. 54jabr.]17.01} — 750 | 0,068} 84 | 0,110 ~- 
Frau; bluten- }18. 1,0 900 — 9,5 | 0,114 _ 
des Uleus ven- }19. _ 650 — 7,5 | 0,130 _ 
triculi. 2*/, 1 }20. - 850 | — 9,8 | 0,226 - 
Milch taglich [21. _ 800 | — 9,6 | 0,146 _ 
22. - 800 | — 8,0 | 0,080 - 
23. 10 | 650/ — 6,5 | 0,057 ~ 
24. 0,5 | 750/0,105! 7,1 | 0,075 -_ 
25. _ 850 | 0,120| 6,4 | 0,128 _ 
26. _ g50| — 7,5 | 0,201 ~ 
27. = 800 | 0,130 8 | 0,198 - 
1. IV. 650 | 0,068 0,094 


Anmerkung: Die Oxyproteinséureausscheidung wurde mit der 
Methode von W. Ginsberg unter jenen Kautelen ausgefiihrt, wie sie 
Salomon und ich in friheren Publikationen mitgeteilt hatten. Uber 
die Rhodanbestimmung vgl. das Folgende. 
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Wir finden demnach nach Rhodanverfiitterung 
einen langsamen, sehr deutlichen Anstieg der rela- 
tiven Oxyproteinsiureausscheidung. Dieser Anstieg er- 
reicht seinen Héhepunkt in 3 bis 4 Tagen, nachdem 1*/, g Rhodan- 
natrium pur. Merck verfiittert war. Die hier verzeichneten Werte 
erinnern in ihrer Héhe an jene, die wir bei Krebskranken ge- 
funden hatten. Hat diese vermehrte Ausscheidung ihren Héhe- 
punkt erreicht, so sinkt sie in den niachsten 3 bis 4 Tagen wieder 
ab. Es wurden ferner bei den oben angefiihrten Rhodanver- 
fiitterungen die im Harne tiglich ausgeschiedenen Rhodan- 
mengen bestimmt. Ich fand — sowie A. Mayer’) —, daB das 
eingefiihrte Rhodan relativ langsam ausgeschieden wird; die 
Steigerung des Rhodans im Harn ist nach Rhodaneingabe 
deutlich vorhanden; aber so rasch als L. Pollak*) mit einer 
anderen Methode gefunden hatte, wird eingefiihrtes Rhodan 
nicht ausgeschieden; vielmehr erstreckt sich die Rhodanaus- 
scheidung auf lange Zeit. — Ich habe an einzelnen Tagen dieser 
vermehrten Rhodanausscheidung die Schwefeloxydationsreaktion 
von Salomon und mir angestellt. Sie war, wie als selbstver- 
standlich anzusehen ist, auf der Héhe der Rhodanausscheidung 
etwa bei 12 bis 15 mg in 100 ccm Harn positiv — denn hier 
kommt es ja auf die Konzentration des schwefelhaltigen Kérpers 
in der von uns zur Oxydation genommenen Harnmenge an. 

War sonach durch die Vermehrung der Oxyproteinsiure 
nach Rhodanverfiitterung eine neue Parallelitat mit der Storung 
im EiweiSstoffwechsel Krebskranker gefunden, so ging ich nun 
an die quantitativen Bestimmungen der Rhodanausscheidung 
bei Krebskranken. Angaben iiber die Rhodanausscheidung im 
Harne Krebskranker lagen bisher nicht vor. — Einzelne von 
Gréber*) im Speichel mit der Eisenchloridreaktion angestellte 
Rhodannachweise ergaben ein hiaufiges Fehlen desselben im 
Speichel kachektischer Individuen, darunter auch von Krebs- 
kranken. 

Zum quantitativen Nachweis des Rhodans im Harn, im 
Speichel usw. wird bekanntlich die Eisenchloridreaktion ver- 
wendet. Die einfachste Ausfiihrung ist der Zusatz sehr ver- 


1) A. Mayer, l. c. 
*) L. Pollak, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 2. 
8) Gréber, Arch. f. klin. Med. 60. 
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diinnter Eisenchloridlésung zum angesiuerten Harn. Wie all- 
gemein bekannt’), ist der Ausfall dieser Reaktion als unzuver- 
lissig zu bezeichnen. Es scheint mir dies auch aus den Daten 
von Edinger und von Mayer hervorzugehen, wo auch bei 
Darreichung von Rhodannatrium per os und quantitativ nach- 
weisbarer Rhodanvermehrung die Eisenchloridreaktion ganz in- 
konstant positiv oder negativ ausfiel. 

Dieser negative Ausfall wunderte mich um so weniger, 
als die Eisenchloridreaktion auch unter folgenden Bedingungen 
im Carcinomharne negativ ausfiel: 0,030 g Rhodannatrium 
wurden in 11 Wasser gelést. Diese Rhodanmenge entspricht 
etwa der Tagesmenge. Die Eisenchloridreaktion fiel in dieser 
wiisserigen Lésung positiv aus. Mischte ich diese Rhodan- 
lésung in gleichen Mengen mit Carcinomharn, so fiel sie voll- 
stindig negativ aus. 

Der qualitative Nachweis nach vorheriger Isolierung 
[Gscheidlen®)] liefert wohl bessere Anhaltspunkte fiir die Er- 
kennung der Anwesenheit von Rhodan, erlaubt jedoch keine 
colorimetrische Schitzung der Rhodanmenge, da die vorherige 
Einengung am Wasserbad zu Zersetzungen des Rhodans fiihrt. 
Diese Reaktion ist fast in allen Harnen positiv; in Carcinom- 
harnen besonders schén. 

Ich habe demnach quantitative Bestimmungen der Rhodan- 
menge im 24stiindigen Harn angestellt. Die Ausfiihrung er- 
folgte mit der Methode von Rupp. Der 24stiindige Harn der 
Patienten wurde genau gesammelt. Die Patienten erhielten 
auBer Morphium kein Medikament. Dieses beeinfluBt den 
Rhodanstoffwechsel nicht. Alle anderen Medikamente wurden 
vermieden. Die Ausfiihrung der Methode war bei den genannten 
Autoren folgende: 

Das Prinzip der Methode besteht darin, daB mit Bicarbonat 
versetzte Rhodanidlésungen groBe Mengen von Jodlésungen ent- 
fiirben; es entsteht hierdurch in der natriumbicarbonathaltigen 
Lésung Jodcyan: 


CNSK + 4J, +-4H,O =H, SO, + 6HJ + KJ + CNJ. 


1) Neuberg, Der Harn sowie die iibrigen Ausscheidungen und 


K6rperfliissigkeiten. Springer 1911, S. 652. 
*) Neuberg, 1. c., S. 652 ff. und Edinger u. Clemens, 1. o. 
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Der ProzeB ist im Laufe von 4 Stunden bei gewéhnlicher 
Temperatur beendet; wird dann mit Salzsiure vorsichtig an- 
gesiuert, so wird aus KJ Jodwasserstoff gebildet und das Jod- 
cyan zersetzt, indem Cyanwasserstoff entsteht. 

CNJ -+- HJ = CNH + J,. 

Der ganze ProzeB 1l4Bt sich dann durch die Gleichung 
CNSK +- 3 J, + 4H,O = H,SO, + 5 HJ + KJ -++- CNH 
ausdriicken, d.h. 1 Molekiil Rhodanid entspricht 6 Aquivalen- 

ten Jod. 

Zur Ausfiihrung werden die folgenden Reagenzien benutzt: 

1. Salpetersiurehaltiges Wasser (1: 100). 

2. Ca. 3°/,ige Silbernitratlésung. 

3. Mit Saéure gereinigter, ausgewaschener und gegliihter 
Kieselgur. 

4. Reines Natriumbicarbonat. 

. Jodkalium. 

B/ p-Jodlésung. 

. 3/,,-Natriumthiosulfatlosung. 
. 10°/,ige Salzsaure. 

9. 2°/,ige Stairkelésung. 


DCNIADHM 


Ausfiihrung: Eine klar filtrierte bzw. durch Kochen ent- 
eiweiBte Harnprobe wird in geeigneter Quantitat (50 bis 100 ccm) 
mit stark verdiinnter Salpetersiure angesiuert und mit einem 
UberschuB (100 cem etwa auf 50 ccm Harn) einer 3°/, igen Silber- 
nitratlésung versetzt. Zur feineren Verteilung des Niederschlages 
setzt man ein wenig Kieselgur zu, das man mit einem Glas- 
stabe in dem entstandenen Niederschlage verriihrt; dann erwirmt 
man auf dem Wasserbade, bis sich der Niederschlag gut ab- 
gesetzt hat (ungefahr 10 Minuten). 

Man iiberzeugt sich jetzt durch Zugabe von ein wenig Silber- 
nitratlésung, daB die Fallung vollstindig ist, und filtriert dann 
unter Anwendung von vermindertem Druck durch ein Papierfilter, 
das in einen Platinkonus gesteckt ist; das Filtrat mu8 vdéllig klar 
sein. Der Niederschlag wird mehrmals mit dem Salpeterséure- 
wasser ausgewaschen und dann mitsamt dem Filter in ein 
weithalsiges, 11 fassendes GlasstopfengefiB mit etwas Wasser 


gebracht. Hierauf gibt man 3g Bicarbonat hinzu und iiber- 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 16 
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zeugt sich nach dem Lésen desselben, daB die Fliissigkeit schwach 
alkalisch reagiert, sonst wird mehr Bicarbonat zugegeben. Dann 
fiigt man 3g Jodkalium hinzu und schiittelt leicht, bis das Jod- 
kalium und alles Bicarbonat gelést ist; weiter verteilt man 
mittels eines Glasstabes das Filterpapier und den Niederschlag 
und lat ®/,,-Jodlésung hinzuflieBen, bis die Fliissigkeit braun 
ist, mischt durch leises Schiitteln und ]4Bt in einem dunklen 
Raum stehen. 

Nach 4stiindigem Stehen siuert man _ vorsichtig mit 
10°/, iger Salzsiure an (bei zu stiirmischer Kohlenséureentwick- 
lung kann Jodverlust eintreten), gibt Stirkelésung hinzu und 
titriert mit Thiosulfatlésung zuriick. 

Nach dem oben Angefiihrten entsprechen 6 Aquivalente 
Jod 1 Molekiil Rhodanwasserstoffsiure (= 59,08); d. h. 60 ccm 
2). Jodlésung entsprechen 59,08 mg Rhodanwasserstoffsaure. 

Ergibt sich aus dem Titrieren, daB g ccm Jodlésung ver- 


braucht ist, so waren in dem untersuchten Harnvolumen — 407° 


= 9,9847-a@ mg Rhodanwasserstoffsiure vorhanden. — 

Ich bin von dieser von Rupp und Schied angegebenen, von 
Thiel verbesserten und von Edinger und seinen Mitarbeitern 
vielfach verwendeten Methode nur in zwei Punkten abgegangen: 
Erstens unterlie3} ich — ebenso wie Edinger es getan hat — 
den Kieselgurzusatz, da dieser das Auswaschen des Silbernieder- 
schlages auf dem Filter bedeutend verlangsamt und erschwert. 
Ich habe vielmehr — so wie Edinger — nach dem Zusatz 
der Silbernitratlésung den Niederschlag im Becherglas nur mit 
einem breitgummierten Glasstab fest verrieben (etwa 2 Minuten 
lang), wodurch der Niederschlag ebenfalls sehr feinkérnig 
wird. — Ich habe ferner gleich bei den ersten Bestimmungen 
beobachtet, da8 in konzentrierten Harnen, insbesondere 
wenn man 100 ccm von denselben nimmt, ein derartig 
voluminéser Niederschlag auftritt, daBS ein Auswaschen des- 
selben ebenfalls sehr schwierig ist; ich konnte mich auch 
iiberzeugen, daB die Rhodanwerte, die in solchen Harnen 
bei Verwendung von 100 ccm Harn hoéher sind, als wenn 
man nur 50 oder 25 ccm zu der Rhodanbestimmung nimmt. 
So fanden sich bei ein und demselben Harn vom spezifischen 


Gewicht 1029 
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fiir 100 ccm Harn berechneter 
Rhodangehalt in mg 


bei Verwendung von 100ccm Harn 0,025 
- - - 50 eem ~ 0,023 
4 a ‘i 25ccm , 0,019. 


Ich habe daher regelmaBig nur 50 ccm Harn fiir die Rho- 
danbestimmung verwendet; bei jenen Harnen aber, in denen 
das spezifische Gewicht tiber 1020 war, nur 25 ccm. 

Ich fand mit dieser Methode bei einer gréBeren Zahl von 
Krebskranken und andersartigen Krankheiten folgende Werte 
fiir die Rhodanausscheidung im Harn: 


























Tabelle II. 
Carcinome und Senna Fille. 
¥ Rhodan . 
-_ 
Fall Krankheit | Harn | im Harn Bemerkungen 
Nr. | menge 
a | moles is eee 
1 Carcinoma | 1300 | 9, 1964 Rezidiv nach Operation. 
venir. 1000 | 0,1765 
2 | Gallertkrebs des 1200 | 0,1980 Probelaparotomie 
Peritoneums | 900 | 0,1964 sichert die Diagnose. 
| 1450 0,2328 
Carcinoma ventr. | 650 | 0,1458 
Carcinoma viar.| 700 | 0,1549 
hepat. 
5 Carcinoma 500 0,0904 GroBer Ascites. 
ventr. 350 0,0746 
350 0,0724 
700 | 0,1224 
6 Carcinoma 1800 0,0725 Die Méglichkeit eines gut- 
rent | artigen Ulcus ventriculi ist 
— | | nicht auszuschlieBen; Patient 
| | entzog sich der weiteren Be- 
obachtung; sehr animisch; 
| kachektisch. 
7 {Carcinoma an der} 1800 | 0,1986 on —~' te eae mt 
° * | und in den Faeces kein Iryp- 
Papilla Vateri | | sin. Die Méglichkeit eines 
| } Steinverschlusses ohne Carci- 
| nom ist nicht auszuschiieBen. 
| | ist nicht hiie& 
8 Carcinoma viar. | 600 0,1564 1 Tag ante mortem 
hepat. untersucht. 
9 Leukosarko- 850 0,2070 Wenig kachektisch. 
matose 
10 {Carcinoma ventr.; 800 | 0,0966 Ascites. 
Lebermetastasen 1000 0,1124 Sehr kachektisch. 
11 Carcinoma 1800 | 0,1225 Diagnose fraglich. 
oesophagi 





16* 
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Tabelle II  nienanencen. ol 












































Fall Harn- - Rhodan 
a. Krankheit menge im “i Bemerkungen 
12 Driisenrezidiv 950 0,1995 Wenig kachektisch. 
nach operiertem 1050 0,2045 
Magencarcinom 
13 Carcinoma 500 0,1024 Sehr kachektisch. 
oesophagi 
14 Carcinoma 3000 0,1684 Pankreascirrhose (bei Leber- 
punoreti eee 
15 |SarkomdesDick-| 1050 0,1367 
darms; groBe 
Metastasen in 
der Leber 
16 | Carcinoma ventr. 1200 ‘ 0,1467 Gar nicht kachektsich. 
17 | Carcinoma viar. | 600 0,1564 Fieber; 
hepat. sehr kachektisch. 
18 |Carcinomaventr.| 1400 0,1084 
| 19 Carcinoma 1200 0,212 - - 
) pancreatis ; 
20 | Carcinoma ventr. | | 900 0,081 a is 
groBe Metastasen 
Ascites 
21 Carcinoma recti 500 0,105 
22 Carcinoma _—_«16000 0,224 Durch Obduktion 
ventr. bestatigt. 
23 |Carcinomaventr.| 700 0,028 Diagnose fraglich. 
Tabelle III. 
Kontrollfille (Gesunde und Nichtkrebskranke). 
yall... | Hamm | Rhodan 
Nr Krankheit | menge | im Harn Bemerkungen 
; | ecm g 
1 |Gesunder junger Mann| 1350 | 0,0584 | Starker Raucher. 
2 | Gravide Frau 850 0,0876 | Im 5. Monat. 
3 * - -| 1000 0,0910 | » 8 » 
4 Pecmments lobaris +a 700 0,1106 | Hochfiebernd. 
- — « é 700 0,0428 |5 Tage nach der Krise. 
5 |Leukaimie (myelogen).| 1400 0,0987 
6 | Pneumonia caseosa 
(Tbe. pulmonum) . 700 | 0,0805 | Hohes Fieber. 
7 | Vitium cordis ... 450 | 0,0584 |Stauungserscheinungen. 
8 | Cirrhosis hepatis incip. 1200 | 0,0506 
9 | Tuberculosis peritonei.| 1100 0,0558 | Sehr kachektisch. 
10 | Uleus ventriculi 1400 0,0564 | Alter Mann. 
li - - es 800 0,0325 | Sehr anamisch. 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





| Harn- | Rhodan 











ny Krankheit | menge | im Harn Bemerkungen 
a | com g 
12 |Lungentuberkulose . .| 800 | 0,0836 Wenig Fieber. 
~ “eh ae 0,1364 | Hohes ” 
13 | Vitium cordis ....| 800 | 0,0884 
OO I. . oka oe orld ie 1100 | 0,1122 | Fieber. 


15 | Tuberkulose d. Lungen | 1300 | 0,0913 | Hohes Fieber. 
16 |Nephritis chronica . .| 600 | 0,0366 

17 | Cirrhosis hepatis et pan- | 
creatis(Cirrh.bronzée)| 3000 | 0,2024 























ae) ge 1000 | 0,0882 | Hohes Fieber. 
19 | Nephritis chronica . . | 600 | 0,0604 
20 |Cirrhosis hepatis . . . 700 | 0,0840 
Tabelle IV. 
(Entnommen der Arbeit von A. May a7 
Fall | Harn- | Rhodan 
Nr Krankheit menge jimHarn')} Bemerkungen 
‘ | ccm | g 
1 |Chronische Nephritis ‘ | 10000 0,1265 
2 n n | 4000 0,0966 : 
3 - . | 3900 0,1100 
4 - ~ i 0,0955 
5 ~ - occa Bae 0,1075 
6 | Lebercirrhose ......-. 1700 0,0249 
So Fae 1300 0,1565 | Fiebertag. 
el a ea oo « «| 1050 0,0999 | Kein Fieber. 
Oe eee 1200 0,1321 | Fiebertag. 
8 Erysipeles a ee ee 1100 0,0893 | Fieber. 
9 |}Pmeumonio ....+..-. 900 0,0821 | Am 4. Tage. 


ee a ae 1300 0,0655 |In der Lysis. 
10 Typhus abdominalis ... . 900 0,0599 | In der 2. Woche. 





Se Res Bb ae ee 8 8 850 0,0356 

2 ae eee ee 1250 0,0405 

me BEE 2. 4 6 os Ae OS 900 0,0367 |In Quecksilber- 
behandlung. 

14 a a oe oe ee cee et Te 0,0404 do. 

2 ae ee ae ee eee 800 0,0209 do. 

16 Diabetes mellitus .... 6000 0,0605 

17 | Chron. tuberkulése Eiterung . 1300 0,0390 

18 | Chron. Lymphdriiseneiterung | 1000 0,0683 

19 |Lungentuberkulose. ... . 1200 0,0456 | Fieber. 

20 ~ ccnenet 3 0,0360 

21 ~ “Ter 0,0876 | Fieber. 

22 | Stomatitis membranacea . .| 1400 0,0305 

23 - lovia . «10s | 1800 0,0400 














Re es 0,0406 | Fieber. 


1) Die im Originale angegebenen 6stelligen Zahlen wurden von mir 
auf 4stellige gekiirzt. 
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Es zeigen demnach die hier gefundenen Zahlen 
fiir die Rhodanausscheidung im Harne Krebskranker 
im allgemeinen erheblich héhere Werte als die anderer 
Krankheiten und die gesunder Menschen. Wir werden 
daher zu der Annahme gefiihrt, daB bei den Krebs- 
kranken eine Stérung des Rhodanstoffwechsels im 
Sinne einer gesteigerten Ausfuhr besteht. In dieser 
Annahme werden wir nicht nur durch die mit der 
Ruppschen Methode gefundenen Zahlen, sondern in 
gieicher Weise durch die Vermehrung der Ammoniak-, 
der Oxyproteinsaiure- und der Neutralschwefelausfuhr 
und endlich durch das Auftreten der Schwefelreaktion 
bestarkt; alle diese Faktoren finden sich in gleicher 
Weise bei der Krebskrankheit wie bei der Rhodan- 


verfiitterung. 


Es erhebt sich nun die Frage: Hat die vermehrie Rhodan- 
ausscheidung und die offenbar mit ihr einhergehende vermehrte 
Rhodanbildung mit der Krebskrankheit direkt zu tun oder ist 
sie nur abhaingig von jenen Symptomen: Hunger, Fieber, 
Kachexie, Anaimie, die auch bei anderen Krankheiten vor- 
kommen? 

Ich muB8 zunichst betonen, daB jener obenerwahnte Befund 
einer Verminderung des Rhodans im Speichel Krebskranker 
fiir die Beurteilung unserer Fragestellung nicht in Riicksicht zu 
ziehen ist; denn Edinger konnte ein besonders hohes Speiche- 
rungsvermégen der Speicheldriisen fiir Rhodan nicht kon- 
statieren; im iibrigen hat das Auftreten oder Nichtauftreten 
von Rhodan im Speichel natiirlich mit der Gesamtbilanz des 
Rhodans nichts zu tun. 

Von anderen Faktoren, die die Rhodanausscheidung be- 
einflussen kénnen, hat A. Mayer vermehrte Wasserausscheidung 
und Fieber feststellen kénnen. Die vermehrte Wasserausschei- 
dung fiihrt wohl dort, wo sie sehr erheblich ist, zu einer nicht 
gar zu betrichtlichen Vermehrung des ausgefiihrten Rhodans. 
So im Falle 1 von Mayer, wo selbst 10000 ccm Harn nur 
0,1265 cem Rhodan ausfiihrten. Die erhéhte Ausscheidung des 
Rhodans im Fieber, die A. Mayer festgestellt hat, fand auch 
ich in einigen Fallen; in einigen Fallen vermiBte ich sie. 
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Doch bleiben auch die hier gefundenen Rhodanwerte be- 
trichtlich hinter der Héhe der vermehrten Rhodanausscheidung 
bei Krebskranken zuriick. Die Mehrzahl der von mir unter- 
suchten Carcinome hat auch, wie aus Tabelle II ersichtlich ist, 
nicht gefiebert. 

Was nun den EinfluB der Nahrungsaufnahme, insbesondere 
des Hungers auf die Rhodanausfuhr anlangt, habe ich in Ge- 
meinschaft mit Frau Dr. E. Weber Versuche am Tier angestellt, 


die folgendes ergaben. 


Versuch. 
Ein mannlicher Hund von 10,400 kg erhielt durch Perioden von 
2 bis 3 Tagen das gleiche Regime; der Harn wurde durch Kathederismus 
tiglich friih aufgefangen. Aus den mehrtigigen Perioden wurde dann 
der Mittelwert fiir die 24stiindige Ausscheidung berechnet. 
Es wurden ausgeschieden: 





























Det Harn- In 24 Stunden: 
— Regime menge Gesamt Rhodan 
1913 ccm g g 

15., 16., 17. IV. ane Fisioch \ 190 5,45 0,0477 
18., 19. IV. Hunger ‘ 
Wasser reichlich } 135 8,52 0,0314 
20., 21. IV. . g — \ 345 5,16 0,0415 
22., 23. IV. se : 2D ee 5,78 0,0569 
24., 25. IV. Hunger; Wasser 100 3,12 0,0206 
26., 27. IV. 2 . — \ 420 6,48 0,0469 
8. V. oe 2. 5,04 0,0432 


Es lieB sich demnach im Tierversuch an den Hungertagen 
ein leichtes Herabgehen der Rhodanmenge im Harn nachweisen; 
keinesfalls trat eine Steigerung der Rhodanausfuhr ein. Finden 
wir demnach bei Krebskranken ein Ansteigen der Rhodan- 
werte im Harn, so ist die geringe Nahrungsaufnahme als 
aitiologischer Faktor jedenfalls unwahrscheinlich. Erhéhte Fleisch- 
kost war gleichfalls nicht von Einflu8 auf die Rhodanausfuhr. 

Ich habe in dem angefiihrten Tierversuch auch den Ein- 
flu8 von Morphium auf die Rhodanausfuhr festzustellen gesucht, 
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da die Verwendung dieser Medikation bei den Krebskranken 
unausweichlich erschien. Ein Einflu8 der Morphiumaufnahme 
auf die Rhodanausscheidung war nicht zu erkennen. 

Eine Abhangigkeit der ausgeschiedenen Rhodanmenge von 
Animie und Kachexie konnte ich nicht feststellen. So war von 
den Normalfillen Fall 9 sehr kachektisch und Fall 11 (Tab. ITI) 
sehr animisch, ohne daB hohe Rhodanwerte sich fanden; des- 
gleichen der carcinomverdachtige Fall 6 (Tab. II). Hingegen zeigte 
Fall 17 (Tab. II) — ein sicheres Magencarcinom — recht hohe 
Rhodanwerte ohne Spur von Kachexie und Anamie. 

So finden wir denn — ebenso wie Salomon und ich dies 
fiir die Schwefelreaktion festgestellt hatten — die vermehrte 
Rhodanausscheidung weitgehend unabhingig von den Begleit- 
symptomen des Carcinoms, von der Nahrungsaufnahme, von 
Animie und Kachexie, und wohl — wenn auch in weiteren 
Grenzen — vom Fieber. 


Ich habe auch den Versuch gemacht, der Frage nach- 
zugehen, woher das vermehrte Rhodan beim Krebskranken 
stammt. Diese Frage ist um so schwerer zu beantworten, als 
wir auch beim Normalen nicht wissen, wo die Quelle der Rhodan- 
bildung gelegen ist. Vermutungsweise 1aBt sich fiir den Gesunden 
folgendes sagen. Erstens wurde von Bruylant angenommen, 
daB eine Beziehung der Rhodanbildung zum Purinstoffwechsel 
bestiinde; daB insbesondere das Adenin eine Quelle der Rhodan- 
bildung sein kénnte. Eine Beziehung dieser Annahme zur 
Krebskrankheit 14Bt sich nicht herstellen. 

Zweitens wissen wir (Lang, Hejmann’), da8 Blausaure- 
intoxikation beim Tier zu vermehrter Rhodanbildung fiihrt, die 
als Entgiftungsvorgang aufzufassen ist; ob das normalerweise 
im Harn auftretende Rhodan auch aus dieser Quelle stammt, 
ist nicht bekannt. Drittens war folgende Mdéglichkeit zu er- 
wigen. Es ist bekannt, daB Rhodan in manchen Dingen Ahn- 
lichkeit mit Jod hat (E. Neubauer und O. Porges?). 

Nun wissen wir fernerhin, daB ein Speicherungsvermégen 
der Carcinomgewebe fiir Jod besteht, und es war immerhin 

*) Lang und Hejmann, l. c. 


*) E. Neubauer und O. Porges, Centralbl. f. d. ges. Physiol. u. 
Pathol. d. Stoffw. 1910. 











Ca 
Rh 


erv 
kre 
Rh 


nal 
hie 
kre 


Wil 
nac 
k6i 


ox} 
sch 
kat 
zu 


ea 


Stérungen im EiweiBstoffwechsel bei Krebs. 241 


daran zu denken, ob durch eine derartige Aufspeicherung von 
Rhodan im Carcinomgewebe der gesamte Rhodanstoffwechsel 
nicht in jener Weise beeinfluBt wiirde, wie wir sie de facto © 
finden. Zur Entscheidung dieser Méglichkeit habe ich frisches 
Carcinomgewebe untersucht und fand in 70 g operativ gewon- 
nenem, nicht ulceriertem Mammacarcinom 0,004 g Rhodan, ver- 
glichen mit der Ziffer Edingers fiir andere Gewebe’), keinen 
besonders hohen Wert. Ich arbeitete mit der von Edinger 
dort angegebenen, allerdings auch nicht véllig einwandfreien 
Methode, da hierbei wiederholt eingedampft werden mu8. Ich 
fiihre hier zum Vergleich die Zahlen Edingers an: 

Pankreas: 0,010 g Rhodan, 

Niere: 0,007 go» 

Schilddriise: 0,002 g ” 

Speicheldriise: AuBerordentlich geringe Menge. 

Es lieB sich demnach keine Vermehrung des Rhodans im 

Carcinomgewebe feststellen. Demnach ist die Speicherung von 
Rhodan im Carcinom nicht erwiesen. 





Es wurde in den oben gemachten Ausfiihrungen des 6fteren 
erwahnt, daB der von Salomon und Saxl im Harn Krebs- 
kranker vermehrt gefundene leicht oxydable Schwefel mit dem 
Rhodan zum mindesten gréBtenteils identisch sein dirfte, und 
es eriibrigt noch, auf die Beziehungen der von uns so be- 
nannten ,Schwefelreaktion im Harne Krebskranker“ zu der 
hier nachgewiesenen vermehrten Rhodanmenge im Harne Krebs- 
kranker einzugehen. 

Um was handelt es sich bei der ,Schwefelreaktion?“ Es 
wird in einem bestimmten Volumen Harn — in 100 ccm — 
nach vorherigem Ausfillen des sauren Schwefels ein Schwefel- 
kérper nachgewiesen, der mit Wasserstoffsuperoxyd in geringer 
Konzentration oder durch Permanganat (Pfibram) zu Sulfat 
oxydiert wird. Nun ist es bekannt, daB auch der Rhodan- 
schwefel in dieser Weise zu Schwefelsiure oxydiert werden 
kann. Da ich nun in der vorliegenden Arbeit den Nachweis 
zu fiihren versuchte, daB die Rhodanausscheidung im Harne 
Krebskranker vermehrt ist, ist wohl anzunehmen, daB die 


1) Zeitschr. f. klin. Med. 59, 227. 
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Schwefelreaktion zum mindesten teilweise ein Nachweis der 
Rhodanvermehrung im Harne ist. 

Hieriiber muB jedoch noch einiges bemerkt werden: Zu- 
nichst ist zu erwaihnen, da8 wir bei friiheren orientierenden 
Beobachtungen gefunden haben, daB auch in der Oxyprotein- 
siurefraktion, die ja durch Ather-Alkohol-Fallung erhalten wird, 
der qualitative Nachweis von mit H,O, leicht oxydierbarem 
S gelingt. Rhodan(barium) ist aber in Ather-Alkohol léslich. 
Es handelte sich offenbar in diesen Versuchen nur um be- 
triichtliche Verunreinigung des grobflockigen Oxyproteinsauren- 
niederschlages mit mitgerissenem Rhodan; so konnte ich mich 
auch iiberzeugen, daB nach Rhodanverfiitterung die bis dahin 
negative Eisenchloridreaktion in der Oxyproteinsdurefraktion 
positiv wird. 

Ferner: Die Schwefelreaktion ist der Nachweis der Ver- 
mehrung von Rhodanschwefel in einem bestimmten Volumen 
Harn. Sie besagt also nur, daB im Harn bei positivem Ausfall 
der Reaktion eine gréBere Rhodankonzentration besteht als bei 
negativem Ausfall; sie besagt aber nichts iiber die ganze in 
der taglichen Harnquantitaét enthaltene Rhodanmenge. 

Wir miissen daher von vornherein annehmen, daB die 
Schwefelreaktion nur dann positiv ausfallt, wenn im Harn die 
relative Rhodankonzentration eine hohe ist, wenn also in dem 
Harnvolumen von 100 ccm eine gréBere Rhodankonzentration 
vorhanden ist. Es sei hier bemerkt, da8 Salomon und ich 
bereits in unserer ersten Mitteilung iiber die Schwefelreaktion 
die Beobachtung niederlegten, daB konzentrierte Harne 
Krebskranker eine besonders schéne Schwefelreaktion ergaben. 

Wie aus der unten angefiihrten Tabelle V hervorgeht, wird 
die Schwefelreaktion bei einer Konzentration von 12 bis 15 mg 
Rhodan positiv. Carcinome zeigen zuweilen eine Rhodankon- 
zentration von 25 mg Rhodan in 100 ccm Harn. 

Diese Zahlen zeigen, daB die Harne Krebskranker 
im allgemeinen eine hohe relative Konzentration von 
Rhodan aufweisen; die Zahlen bei Normalen stehen 
hinter diesen Werten bedeutend zuriick. Es geht ferner 
aus der Tabelle hervor, daB jene Fille von Carcinom, die eine 
hohe relative Rhodankonzentration haben, auch eine positive 
»Schwefelreaktion* zeigten. Damit scheint der Zusammenhang 
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zwischen dieser Schwefeloxydationsreaktion und der Vermehrung 
der Rhodanausscheidung erwiesen zu sein. Zu erwihnen wire 
noch, daB Salomon und ich die Schwefelreaktion unabhangig 
von allen jenen Faktoren gefunden haben, die wir auch hier 
bei der Rhodanvermehrung beriicksichtigt haben: Unabhangig 
von der Nahrungsaufnahme, Animie, Kachexie usw. Uber 
Fieber s. 0. 





Tabelle V. 
| Rhodan | Rhodan | Schwefel- 
Fall eae. in der in reaktion 
Nr Krankheit menae| Tages- 100 ccm) nach 


menge | Harn | Salomon 
| g 4 und Sax! 


A. Cavshaome. 


aie De 51300 | 0,1964 | 0,0157 |, 
1 | Carcinoma ventriculi. .... 1100 | 0.1765 0.0164 \ positiv 


1200 | 0,1980 | 0,0165 
be] 


2 | Gallertkrebs des Peritoneums . 900 | 0,1964 0,0212 
1450 | 0,2328 | 0,0159 
3 | Carcinoma ventriculi. . ...]| 650 | 0,1458 0,0224 | - 
4 ” ” —— so 350 | 0,0746 0,0213 ” 
5 - viar. hepatis ...| 600 | 0,1564 | 0,0260 “ 
6 ” ventriculi. . . . .] 1000 | 0,1124 0,0112 | negativ 
7 . oesophagi. . . . .}| 500 | 0,1024 0,0205 | positiv 
8 | Driisenrezidiv nach operativem 
Magencarcinom .... . .| 1050 | 0,2045 | 0,0194 | * 
9 | Carcinoma ventriculi. ... . 1200 | 0,1467 | 0,0122 | negativ 
10 . he > eee eee 1400 | 0,1084 | 0,0077 | . 
B. Gesunde und Nichtkrebskranke. 

Myelogene Leukimie . . . .| 1400 | 0,0987 | 0,0071 | negativ 
2 | Pneumonia (hohes weet 700 | 0,0805 | 0,0115 . 
38 | Vitium cordis. .... . -| 450 | 0,0584 | 0,0137 9 
4 | Cirrhosis hepatis ..... .| 1200 | 0.0506 | 0,0042 ” 
5 | Tuberculosis peritonei . . . .} 1100 | 0,0558 | 0,0551 | ~ 
6 | Ulcus ventriculi. ...... 1400 | 0,0564 | 0,0041 | ” 
7 ” - oe oo 0 6 oh CO | COCR | 0006) - 
8 | Lungentuberkul. (hohes Fieber) | 1000 | 0,1365  0,0136 | fraglich 
9 | Sepsis (Fieber) ....... 1100 | 0,1122 0,0120 | negativ 


10 | Cirrhosis hepatis et pancreatis 








(Cirrhose bronzée). . . . . | 3000 | 0,2024 | 0,0067 - 

11 | Nephritis chronica ... . .} 1000 | 0,0822 | 0,0082 - 

12 | Cirrhosis hepatis . . - «| 700 | 0,0840 | 0,0120 . 

13 | Angina (hohes Fieber) . -} 1000 0,0882 | 0,0088 | - 
Zusammenfassung. 


1. Die Stérungen im EiweiBstoffwechsel Krebskranker haben 
eine auffallende Ahnlichkeit mit jenen, die nach Verfiitterung 
kleiner Rhodanmengen an gesunde Menschen auftreten; wir 
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finden bei beiden Zustinden eine vermehrte Ausscheidung von 
Ammoniak, Neutralschwefel, Oxyproteinséuren im Harn; des- 
gleichen 1aBt sich bei beiden Intoxikationszustinden im Harn 
eine starke Vermehrung des leicht oxydablen Schwefels fest- 
stellen. 

2. Die quantitative Bestimmung der Rhodanausfuhr ergibt 
eine Vermehrung des Rhodans im Harn der meisten Krebs- 
kranken; wir fanden hier Werte, wie wir sie bei anderen Krank- 
heiten niemals antzafen. 

3. Die Vermehrung des Rhodans ist unabhingig von der 
Nahrungsaufnahme, Anamie und Kachexie; Fieber steigert zu- 
weilen die Rhodanausfuhr, jedoch nicht in dem AusmaBe, als 
die Anwesenheit eines Carcinoms. 

4. Die ,,Schwefelreaktion im Harne Krebskranker“ (Salomon 
und Sax]l) ist zum mindesten gréBtenteils ein Nachweis relativ 
erhéhter Rhodankonzentration im Harn. 














Die Assimilation des im Ei enthaltenen EiweiBes durch 
den Hiihnchenembryo. 


Von 
H. W. Bywaters. 


(Aus dem Physiologischen Laboratorium der Universitat Bristol.) 


(Hingegangen am 25. Juli 1913.) 


Die Erkenntnis, daB das EiweiB und das Eigelb des 
Hiihnereies die Reservestoffe fiir die Ernihrung des Embryos 
bilden, fiihrt weiter zu der Frage nach der Art und Weise, 
in der diese Nahrung den sich entwickelnden fétalen Geweben 
wihrend der Bebriitungszeit zugefiihrt und von ihnen assimi- 
liert wird. Nach Preyers’) Auffassung kann der Dotter direkt 
infolge Passage durch die BlutgefiBwandungen des Dottersacks 
ins Blut aufgenommen werden und als solcher in den Sitz der 
eigentlichen Wachstumsvorgange gelangen. Er wurde demnach 
als ein Stoff angesehen, der ,der unmittelbaren Absorption und 
Assimilation durch den Embryo fahig ist“. 

Jedoch besteht das Eigelb wesentlich aus Substanzen kol- 
loidaler Natur und aus Emulsionen suspendierter Stoffe. Es 
scheint deshalb kaum wahrscheinlich, daB dies Material durch 
die BlutgefiBwinde entgegen dem Druck des in ihnen flieBenden 
Blutes hindurchzudringen vermag. Eine viel einleuchtendere 
Erklirung gibt Wohlgemuth’). Gestiitzt auf seinen Befund, 
daB das Eigelb proteolytische und lipolytische Enzyme enthilt, 
gibt er der Vermutung Ausdruck, da8 diese bei Bruttemperatur 
aktiviert werden und die kolloidalen Stoffe vor ihrer Absorption 
in diffusible tiberfiihren. 


1) W. Preyer, Spez. Physiologie des Embryos. Leipzig 1885. 
*) Wohlgemuth, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 540, 1905. 
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In bezug auf das EiereiweiB herrschte bis vor ganz kurzem 
die fast allgemeine Ansicht, daB es wie das Eigelb unmittelbar 
von den BlutgefiBen absorbiert wird. Wohlgemuth konnte 
jedoch weder eiweiBspaltende noch andere Enzyme im EiweiB 
finden, so daB wir in diesem Falle nicht zu der Annahme 
berechtigt sind, daB bei steigender, zur Bebriitung erforder- 
lichen Temperatur eine damit einhergehende enzymatische 
Hydrolyse sich vollzieht, die die Uberfiihrung in diffusions- 
fahige Substanzen bewirkt. 

Hirota’) behauptet, daB am 11. Inkubationstage eine Ver- 
bindung zwischen dem vom Amnion umschlossenen Raum und 
dem LEiweiBsack mittels Durchbruch der serésen Hiillen 
und der Amnionhaut hergestellt wird. Auf diese Weise kann 
das EiweiB in den vom Amnion umspannten Embryonalraum 
hineingelangen und zusammen mit dem Fruchtwasser gegen 
Ende der Inkubation absorbiert werden. 

Im Widerspruch zu dieser Deutung lehrt aber die Beob- 
achtung, daB gerade zu Beginn der Bebriitung das EiweiB am 
schnellsten aufgebraucht wird, so daB am 11. Tage nur ein 
verschwindend kleiner Bruchteil davon iibrig bleibt. Foster 
und Balfour’), die feststellen konnten, daB sogar schon am 
3. Bruttage die Abnahme des EiweiBes ,sehr auffallig* ist, 
neigen zu der Auffassung, daB die BlutgefiBe das Eiweib 
entweder direkt aufnehmen, oder aber, was wohl der Wahr- 
scheinlichkeit niher kommt, das Eigelb absorbieren, das auf 
Kosten des EiweiSes immer wieder ersetzt wird. Wie dieser 
Ersatz zustande kommt, dariiber geben die Autoren keinen 
AufschluB. 

Wenn man an die Erforschung dieser Frage vom biochemi- 
schen Standpunkt aus herantritt, so miissen drei Méglichkeiten, 
die den wirklichen Verhaltnissen am nichsten stehen diirften, 
ins Auge gefaBt werden. Es sind dies: 


1. Das EiweiB wird als solches absorbiert. 


2. Einige seiner Bestandteile gelangen auf eine, einige auf 
eine andere Weise zur Absorption. 


1) Hirota, J. Coll. Sc. Imp. Univ. Japan 6, Teil 4, 1894. 
*) Foster und Balfour, Elements of Embryology 1893. 














Assimilation des im Ei enthaltenen EiweiBes usw. 247 


3. Durch chemische Prozesse werden komplex gebaute 
Molekiile in einfache iibergefiihrt, und diese erst sind absor- 
bierbar. 

Das Hiihnereiwei8 setzt sich hauptsichlich zusammen aus 
Wasser, Albumin (Ovoglobulin, Ovalbumin, Conalbumin), Ovo- 
mucoid, Zucker und Salzen. Irgendwelche Veranderungen im 
gegenseitigen Verhiltnis dieser Stoffe zueinander kénnen durch 
sorgfaltige Analysen des EiweiBes nach verschieden langen Brut- 
perioden festgestellt werden. Wenn die Absorption gemaB der 
ersten der drei aufgestellten Hypothesen erfolgt, so miiBte die 
prozentuale Zusammensetzung des EiweiBes unveraindert bleiben, 
wenn gemaiB des anderen, so diirfen Verschiebungen in den 
Verhaltnissen erwartet werden. 

In den hier vorliegenden experimentellen Untersuchungen 
hat es sich um die Aufgabe gehandelt, den Prozentsatz von 
Albumin, Ovomucoid, freiem und gebundenem Kohlenhydrat 
in dem EiweiB von Eiern nach verschieden langen Brutperioden 
zu ermitteln. Diese gefundenen Resultate wurden dann als 
Ausgangspunkt zur Erklarung herangezogen, auf welche Art 
und Weise das Eieralbumin absorbiert wird. 


Experimentelles. 


Die Eier wurden zu Anfang der Bebriitung und dann 
wieder am Ende kurz vor deren Analyse gewogen. 

Zur Bestimmung der Komponenten des EiweiBes wurde 
die Eierschale mit Hilfe einer Schere in eine obere und eine 
untere Hialfte geteilt und das Eiweif sorgfiltig vom Dotter 
und Embryo abgetrennt. Darauf wurde das EiweiB zweimal 
durch feines Leinen hindurchfiltriert, damit alle Zellmembranen 
zuriickblieben und ein Teil (ungefihr 1 bis 2 g) zur Ermitte- 
lung des Gesamtstickstoffs nach Kjeldahls Methode abgewogen. 
Den Rest des EiweiBes verdiinnte man nach Wagung mit 
10 Volumina Wasser und kochte diese mit Essigsiure leicht 
angesiuerte Lésung. Wenn sie nach Entfernung des Nieder- 
schlags noch eine Spur triibe erschien, so war das ein Zeichen, 
daB die Anséiuerung nicht im richtigen Verhaltnis erfolgt war. 
Zum Ausgleich wurden einige Tropfen Alkali oder Siaure hin- 
zugefiigt, das Kochen wiederholt, bis die Fliissigkeit, in der 
das Gerinnsel enthalten gewesen war, vollstindig klar und 
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durchsichtig ausfiel, also kein koagulierbares Protein mehr 
aufwies. 

Die Lésung wurde nun hei® iiber einem Stiick starke- 
freies Leinen filtriert und der geronnene Niederschlag nach Aus- 
waschen und Pressen wieder unter Zusatz von 100 bis 200 ccm 
Wasser aufgekocht. Nach Filtration wird der Vorgang wieder- 
holt und die gewonnenen Filtrate vereinigt, gekocht, durch ein 
kohlenhydratfreies Filtrierpapier filtriert und auf ca. 250 ccm 
eingeengt. 

Nachdem das Volumen auf genau 250 ccm gebracht ist, 
wurden 50 bis 100 ccm abpipettiert, fast bis zur Trockne ein- 
gedampft und der Ovomucoidstickstoff nach Kjeldahl! bestimmt. 
Den Rest dampft man auf 10 ccm ein und behandelt mit 100 ccm 
Alkohol (96°/,). Das Ovomucoid fallt als Niederschlag aus, 
wihrend der freie Zucker in der Lésung bleibt, die man durch 
ein kohlenhydratfreies Filter abgieBt. Das in der Verdampfungs- 
schale niedergerissene Ovomucoid wird in 10 ccm Wasser noch 
einmal aufgelést, durch Alkohol abermals ausgefallt und ab- 
filtriert. Hierauf folgt Eindampfen der gesamten Filtrate auf 
kleines Volumen, Kochen mit Wasser und Alaunerde und Fil- 
tration bei erreichter gewiinschter Menge (25 oder 50 ccm). 
Die Zuckerbestimmung im Filtrat geschieht mittels Pavyscher 
Lésung. 

Das durch Behandlung mit Alkohol so von Zucker be- 
freite Ovomucoid wird in 5°/,iger Salzsiure gelést und stets 
am RiickfluBkiihler 1*/, Stunden lang gekocht. Nach der iib- 
lichen Behandlung mit Phosphorwolframséure ermittelt man 
den noch vorhandenen Zucker auch hier mittels der Pavy- 
schen Lésung. 

Im Verlauf der Arbeit stellte es sich heraus, daB die Ver- 
suchsanordnung eine oder zwei Modifikationen zula&t, ohne da8 
dadurch die Genauigkeit der Ergebnisse beeintrachtigt wird. 

So habe ich die Beobachtung gemacht, daB man das 
Ei vor dem Offnen kochen und die Analyse sowohl am ge- 
ronnenen wie am ungeronnenen Eiweif ausfiihren kann. Eier 
verlieren nach dem Kochen ganz wenig an Gewicht, wie schon 
Cook?) nachgewiesen hat, was wahrscheinlich auf der Extraktion 


) Cook(zitiertvonGreenlee, Journ. Amer. Chem. Soc. 34, 539, 1910). 
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gewisser Mineralbestandteile der Eierschale beruht. 


Drei Eier 


wurden gewogen, 15 Minuten lang im Wasserbade gekocht, 
dann abgekiihlt und wieder gewogen. 











Gewicht vor Gewicht nach 
Ei | dem Kochen | dem Kochen Verlust 
g g g 
1 55,57 55,48 0,09 
3 49,50 49,41 0,09 











Um zu zeigen, daB die Bestandteile des EiweiBes ohne 
Unterschied am geronnenen und ungeronnenen analytisch er- 
mittelt werden kénnen, fiihren wir als Beispiel einen der aus- 
gefiihrten Versuche an: Das EiweiB zweier Eier wurde mit- 
einander vermischt, durchgeseiht und eine abgewogene Menge 
sofort nach der oben beschriebenen Methode analysiert. Der 
restierende Teil dagegen wurde in eine kleine Flasche gegossen, 
gewogen, luftdicht abgekocht, zum Gerinnen gebracht und dann 
der Analyse unterzogen. Der Vergleich der erzielten Resultate 
weist praktisch keinen Unterschied auf. 














a ee | Geronnenes 
EiweiB } EiweiB 
“ | %o 
pO, ree 1,82 1,86 
Ovomucoid-N - , ‘ 0,31 0,32 
Ungebundener Zucker " 0,32 0,31 


Wollen wir nun zu einer kritischen Betrachtung der Er- 
gebnisse iibergehen, die wir durch Analyse des EiweiBes von 
bebriiteten Eiern erhalten haben, so miissen wir zunachst fest- 
stellen, ob irgendeine Verschiebung im Verhiltnis zwischen 

1. den EiweiBkérpern selbst, 

2. den EiweiBkérpern und Kohlenhydraten im EiweiB der 
Eier stattgefunden hat. 


In der ersten Untersuchungsreihe') waren die ermittelten 
Werte folgende: 


) Proceed. of the Physiol. Soc. 45, 1913. 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 17 
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Verhaltnis zwischen koagulierbarem Protein (Albumin usw.) und un- 
koagulierbarem (Ovomucoid) im Eiereiwei8 nach verschieden langen 
Brutzeiten (befruchtete Lier). 














Zahl A. seniel ; B. cag aye — “4 
ausgedr. in g auf | ausgedr. in g au erhaltnis B: 
der Bruttage 100 ccm EjiereiweiB | 100 ccm EiereiweiB 
0 1,62 0,27 0,17 
1 1,68 0,26 0,15 
3 2,02 0,33 0,16 
5 3,22 0,53 0,16 
7 4,81 0,65 0,13 
11 3,13 0,49 0,15 
13 4,73 0,60 0,13 
15 9,08 1,61 0,18 
18 4,47 0,78 0,18 











Das EiweiB in einem 15 Tage lang bebriiteten Ei war fast 
von fester Konsistenz, und der Gehalt an Albumin und Ovo- 
mucoid ist dementsprechend ein ungewohnlich hoher, doch bleibt 
das gegenseitige Verhaltnis so gut wie unverandert. 

Hier folgen die Resultate einer zweiten Versuchsreihe: 

















Zahl A. Albumin-N B. Ovomucoid-N id 
der Bruttage g P Verhiltnis B: A 

0 1,70 0,21 0,12 
3 2,16 0,26 0,12 
6 3,92 0,54 0,14 
6* 5 4,34 0,47 0,1 1 
9 4,70 0,57 0.12 

11 5,36 0,56 0,10 

16 4,16 0,46 0,11 

16* 2,47 0,30 0,12 











Aus beiden Reihen erhellt, daB das Verhialtnis zwischen 
gerinnendem und nicht gerinnendem Eiwei8 konstant bleibt. In 
anderen Worten: die Menge des Ovomucoids macht einen 
konstanten Bruchteil des gesamten vorhandenen Pro- 
teins aus. Das besagt, entweder werden die verschiedenen 
Proteine zu gleichen Teilen verbraucht, oder es besteht ein 
Gleichgewicht, das durch die Gleichung: 

Ovomucoid —~ Albumin -+- Kohlenhydrat 


verbildlicht wird. Diese letztere Annahme eréffnet die Még- 
lichkeit, da8 die Kohlenhydratgruppen nicht auf einmal, son- 


*) Die mit * bezeichneten Eier wurden vor dem Eroffnen gekocht. 


. 
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dern stufenférmig vom Ovomucoid abgesprengt werden, so daB 
hierdurch Mucoidkérper mit wechselndem Kohlenhydratgehalt 
resultieren. Jedoch konnte festgestellt werden, daB aus Eier- 
eiweiB isoliertes Ovomucoid in verschiedenen Stadien der Hiihn- 
chenentwicklung fast dasselbe Verhialtnis an Kohlenhydrat auf- 
wies, wie sich aus der folgenden Tabelle der aus zwei oder 
mehr Bestimmungen erhaltenen Durchschnittswerte ergibt: 


Verhaltnis des Ovomucoids zu dem in ihm nach verschieden langer 
Inkubationszeit enthaltenen Kohlenhydrat. 




















B. In Ovomucoid ent- 
A. Ovomucoid halt. Kohlenhydrat, 
Bruttage |ausgedr. in g N auf| ausgedr. in g Glu- | Verhialtnis A: B 
100 g EiereiweiB cose auf 100 g 
EiereiweiB 
0 0,27 0,42 1,6 
1 0,26 0,40 1,5 
3 0,30 0,33 1,3 
5 0,53 0,76 1,4 
6 0,51 0,67 1,3 
7 0,65 1,30? 2,0? 
9 0,57 0,83 1,5 
11 0,41 0,63 1,5 
13 0,60 1,43? 2,4? 
18 0,78 1,29 1,7 











Wenn auch die EiweiBstoffe in gleicher Menge zum Ver- 
brauch herangezogen werden, so schlieBt diese Tatsache nicht 
aus, daB sie vorher in diffusible Substanzen, vielleicht durch 
das Eingreifen gewisser vom Foetus selbst gelieferten Enzyme 
iibergehen. Aus dem Pflanzenreich wissen wir, daB zur Zeit 
der Samenkeimung der Keimling Enzyme absondert, die in die 
umgebenden Gewebe dringen und die komplexen abgelagerten 
Reservenahrungsstoffe in einfache diffundierende Substanzen 
abbauen. Nach dieser Umwandlung stehen sie dann zur Auf- 
nahme und Ausnutzung fiir die Wachstumsvorginge des Embryos 
bereit. Analog kénnen wir uns denken, da8 bei Bruttemperatur 
vom Vogelembryo sezernierte Fermente in Freiheit gesetzt 
werden, die die Spaltungsprozesse des EiweiBes in Gang bringen 
und erhalten. Deren Endprodukte sind nun die erforderlichen 
diffusiblen Stoffe aus den kolloidalen Proteinen der gespeicherten 
Vorratsnahrung des Hiihnchens. 

Die Ergebnisse in bezug auf das Verhalten der Kohlen- 


hydratfraktionen des HiihnereiweiBes waihrend der Bebriitung 
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weichen von den bisher mitgeteilten ab. Ungebundener Zucker 
ist meistens bis zum 6. Tage in bestimmbarer Menge aufzu- 
finden, wihrend er nachher, wenn iiberhaupt, nur noch in der 
Analyse entgehenden Spuren auftritt’). 

Ein auffallender Unterschied in dieser Beziehung ist bei 
angegangenen und nicht angegangenen Eiern zu beobachten. 
Er ist sofort aus den im folgenden aufgefiihrten Zahlen er- 
sichtlich, die in mehreren Fallen das Mittel von zwei oder 
mehr Bestimmungen darstellen. 


Menge von ungebundenem Zucker im Eiwei8 von a) angegangenen, 
b) nicht angegangenen Eiern nach verschieden langen Brutzeiten: 














Gehalt ungebundenen Zuckers 
(Glucose) im EiweiB von 
Zahl : 
a) angegangenen | b) nicht ange- 
der Bruttage Eiern gangenen Eiern 
*, uP 
0 0,32 0,35 
1 0,30 — 
3 0,21 0,35 
5 0,22 0,32 
6 0,06 - 
7 0 — 
9 0 0,35 
11 0 0,53 
13 0 0,38 
16 0 0,438 
18 0 0,34 
22 a 0,32 
29 — 0,42 








Man ersieht aus der Tabelle, daB die Gegenwart von 
Zucker in sterilen Eiern sogar nach 29 tagiger Bebriitung fest- 
gestellt werden konnte, daB er in angegangenen hingegen schon 
nach 6 Tagen verschwunden ist. Daraus lat sich der be- 
rechtigte SchluB ziehen, daB einer der ersten Vorginge wahrend 
der Bebriitung die Assimilation des im Eiwei8 ungebundenen 
Zuckers ist. Wahrscheinlich wird der Zucker in die BlutgefiBe 
des Dottersacks unter gleichzeitiger Wasseraufnahme absorbiert. 

Obgleich fertile sowohl wie sterile Eier durch Verdampfen 
Wasser und infolgedessen ungefaihr proportional an Gewicht 


*) Drei Ausnahmefille sind im Verlaufe dieser Untersuchungen zu 
konstatieren gewesen. In einem fanden sich 0,13°/, Zucker im EiweiB 
eines 11 Tage, im andern sgar 0,48°/, eines 15 Tage alten Eies. 
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verlieren'), wird das EiweiB der ersteren viel schneller fest als 
dasjenige der letzteren, wovon man sich durch den Augenschein 
iiberzeugen kann. Offnet man Eier z. B. nach 8 Bruttagen, 
so findet man noch 20 bis 25 ccm EiweiB im nicht angegangenen 
Ei, dagegen im angegangenen nicht mehr als 5ccm. So geht 
ein Verlust von Wasser nicht nur durch Verdampfung von- 
statten, sondern auch bei Eiern mit eingetretener Entwicklung 
durch Verbrauch von seiten des Embryos. Moédglicherweise ist 
vorher schon ein Teil des Wassers in das Eigelb iibergegangen, 
wie Greenlee®) auch bei konservierten Eiern beobachtet hat. 

In einer kiirzlich veréffentlichten Arbeit teilt Anno*) mit, 
daB eine rapide Milchséiureentwicklung zu Beginn der Bebrii- 
tung vor sich geht. Die Ausbeute an Zinklactat aus dem Ei- 
weiB von 4 Tage lang bebriiteten Eiern stieg bis auf 0,2°/,, 
welche Menge ungefahr 0,13°/, Milchsiéure entspricht. Es ist 
denkbar, daB auch der verschwindende Zucker zum Teil die 
Quelle der Séure darstellt. 

Zum SchluB méchte der Verfasser bei dieser Gelegenheit 
Herrn Dr. Barrett Roue fiir seine wertvolle Hilfe bei dem 
analytischen Teil dieser Mitteilung und der Colston Research 
Society fiir eine materielle Unterstiitzung zur Ausfiihrung der 
Arbeit seinen Dank aussprechen. 


Zusammenfassung. 


Im fruchtbaren Ei macht die Menge des Ovomucoids wih- 
rend der Bebriitung immer einen konstanten Bruchteil des ge- 
samten vorhandenen Proteins aus. 

Im Kohlenhydratgehalt des Ovomucoids tritt waihrend der 
Brutzeit keine Verinderung ein. Die Menge des ungebundenen 
Zuckers nimmt beim angegangenen Ei rapide ab und ist nach 
dem 6. Tage nicht mehr nachweisbar. Bei sterilen Eiern da- 
gegen verschwindet der Zucker nicht. Verschiedene Ansichten 
iiber die Assimilationsweise des EiereiweiBes durch den Hihn- 
chenembryo werden auseinandergesetzt und kritisch erdrtert. 


1) Bywaters und Roue, Proc. Physiol. Soc. 1913. 
*) Greenlee, Journ. Amer. Chem. Soc. 34, 539, 1912. 
5) Anno, Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 237, 1912. 











' 
4 
4 





ee es 





Uber die Fallung der Purinbasen durch Zinksalze aus 
Fleischextrakt und Harn. 


Von 
E. Salkowski. 
(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 3. August 1913.) 


Vor einigen Monaten habe ich kurz erwahnt'), daB der 
aus Harn durch Zinksalze bei genau neutraler Reaktion er- 
haltene Niederschlag nicht allein die Harnsiure, sondern auch 
die Purinbasen des Harns so gut wie vollstandig enthalt, indem 
ich dabei auf eine zum Druck gegebene ausfiihrlichere Arbeit 
verwies. 

Es war vorauszusehen, da8B dies auch fiir die Purinbasen 
des Fleischextraktes gelten werde, und es fragte sich, ob dieses 
Verhalten nicht fiir die Darstellung der Purinbasen vorteilhaft 
Anwendung finden kénne. 

Die Versuche hieriiber haben folgendes ergeben. 

Wenn man eine etwa 10°/,ige Lésung von Fleischextrakt 
durch Fillung mit NH, und CaCl, von Phosphorsaure befreit, 
das Filtrat mit HC] neutralisiert, dann mit Chlorzinklésung ver- 
versetzt, dabei mit Na,CO, genau neutrale oder schwach alkali- 
sche Reaktion herstellend, so erhalt man einen ziemlich reich- 
lichen Niederschlag, der sich leicht abfiltrieren und gut aus- 
waschen 1]aBt. 

Suspendiert man diesen Niederschiag in viel Wasser, zer- 
setzt ihn hei® mit Schwefelwasserstoff und dampft das Filtrat 
vom Schwefelzink auf dem Wasserbad ein, so ergibt sich ein 
briunlich gefarbter, ziemlich spréder Riickstand, der im wesent- 
lichen aus Albumosen resp. albumoseartigen Substanzen be- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 346. 
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steht, wie sein Verhalten zu gesiattigter Kochsalzlésung in mit 
Essigsiure angesdiuerter Lésung zeigt. (Niederschlag, der sich 
beim Erwiarmen lést, beim Erkalten wiederkehrt.) Purinbasen 
sind in demselben, wie das Verhalten der mit NH, alkalisierten 
Lésung zur Silbernitratlésung zeigt, scheinbar kaum vorhanden. 

Lést man den Zinkniederschlag in verdiinnter Essigsiure, 
zersetzt mit H,S, dampft wiederum das Filtrat vom Schwefel- 
zink ein, so erhalt man einen an Menge erheblicheren Riickstand 
von mehr weicher Beschaffenheit, gleichfalls albumoseartiger 
Natur, der iibrigens ebenso wie der ohne Essigsiure erhaltene 
nur recht schwache Biuretreaktion gibt. Auch in der Lésung 
dieses Riickstandes sind Purinbasen durch Zusatz von NH, und 
AgNO, nur eben nachweisbar. 

Es kénnte danach scheinen, als ob Zinksalze aus Fleischextrakt 
nur éuBerst wenig Purinbasen ausfallen, ganz iiberwiegend viel- 
mehr N-haltige kolloidale Substanzen. Dem ist jedoch nicht 
so, es laBt sich auf einem anderen Wege zeigen, daB in dem 
Zinkniederschlag reichlich Purinbasen enthalten sind, namlich 
indem man denselben in verdiinnter heiBer Salpetersiure und 
etwas Harnstoff lost, abkiihlt und mit Silbernitratlésung ver- 
setzt; es scheidet sich dann Hypoxanthinsilber bzw. ein Gemisch 
von diesem mit salpetersaurem Hypoxanthinsilber als schnee- 
weiBer Niederschlag aus. 

Das scheinbar negative Resultat in den Filtraten von der 
Zersetzung des Zinkniederschlags erklart sich sehr einfach. 

Schon vor langen Jahren’) habe ich darauf hingewiesen, 
daB die Anwesenheit von Leim in Hypoxanthinlésungen die 
Ausfallung desselben durch Silberlésungen vollstaéndig verhindern 
kann. Eine gleiche Beobachtung hat E. Drechsel*) fiir eine 
durch Kochen von Fibrin im Dampftopf erhaltene syntonin- 
haltige Lésung“ gemacht und G. Salomon’) fiir ,,gut gereinigtes, 
aus Fleisch, Eiereiwei8 oder Fibrin bereitetes Pepton, das mit 
Essigsiure und Ferrocyankalium keinen Niederschlag gibt“, 
wenigstens bei einer gewissen Konzentration. Die gleiche 
Eigenschaft kommt nach A. Kossel*) in hervorragendem Grade 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 4, 94. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 13, 240, 1880. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 138, 1162. 

‘) Zitiert nach Goto, Zeitschr. f. physiol. Chem. 30, 473. 
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den Nucleinséuren zu. Dem entspricht auch, daB Silberlésung 
in einer mit Ammoniak versetzten und dann filtrierten Fleisch- 
extraktlésung iiberhaupt keinen Niederschlag gibt, sondern nur 
eine diffuse, nicht filtrierbare Triibung, aus der sich erst beim 
Stehen bis zum niachsten Tage eine geringe Menge eines braun- 
lichen Niederschlages absetzt. Die allgemein zur Darstellung 
der Purinbasen aus Fleischextrakt iibliche Fallung desselben mit 
basischem Bleiacetat und Entfernung des Bleies aus dem Filtrat 
durch H,S beruht augenscheinlich auf der Entfernung dieser 
,stérenden Substanzen“. 

Durch das — so viel ich weiB von mir eingefiihrte — 
Verfahren der vorgingigen Erhitzung der Fleischextrakt- 
lésung mit Salpetersiure werden diese stérenden Substanzen 
zerstért oder doch soweit verindert, daB sie nicht mehr 
stéren. Indessen kommt bei diesem Verfahren wahrschein- 
lich auch die Spaltung der Inosinsiure in Betracht; wenigstens 
spricht dafiir die bekannte Tatsache, daB man nach dem 
Verfahren des Erhitzens der Fleischextraktlésung mit Sal- 
petersiure mehr Hypoxanthin erhilt, als nach dem Bleiessig- 
verfahren. 

Diesen Uberlegungen entsprechend, muBten nun auch die 
den erwiahnten von der Zersetzung der Zinkniederschlige mit 
H,S erhaltenen Filtrate Purinbasen in ,,maskierter“ oder, wie ich 
mich fiir die Organausziige iiberhaupt bei den Autolyseversuchen 
ausgedriickt habe, ,latenter Form“ enthalten. Das ist nun 
auch in der Tat der Fall: man erhalt aus denselben, wenn man 
sie vorher mit Salpetersiure behandelt hat, reichlich Purin- 
basen. Die Zinksalze haben also als Fallungsmittel fiir Purin- 
basen vor den Silbersalzen das voraus, daB eine vorgaingige 
Behandlung des Untersuchungsobjektes — sei es durch Blei- 
essig, sei es durch Salpetersiure — nicht erforderlich ist. 
Streng genommen ist freilich nicht bewiesen, daB die durch 
Zinksalze erhaltenen Niederschlige wirklich nur Gemische der 
Zinkverbindungen der Purinbasen und Albumosen sind, es 
liegt immerhin die Méglichkeit vor, daB die Niederschlage gar 
nicht Zinkverbindungen der Purinbasen enthalten, sondern kom- 
plexe Verbindungen, aus denen erst durch die Einwirkung der 
Salpetersiure Purinbasen frei werden. Diese Frage weiter zu 
untersuchen, méchte ich mir vorbehalten. 
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Wenn man nun daran denken will, die Zinkfaillung als 
Darstellungmethode zu benutzen, so handelt es sich um zwei 
Vorfragen: 1. Ist die vorgiingige Ausfaillung der Phosphorsiéure 
entbehrlich? 2. Ist die Ausfallung der Purinbasen, sei es als 
solche, sei es als komplexe Verbindung, einigermaBen vollstandig? 
Beide Fragen sind zu bejahen. Die aus Fleischextraktlésungen 
direkt erhaltenen Niederschlaige liefern ebensogut Purinbasen 
wie die nach vorheriger Entfernung der Phosphorsiure er- 
haltenen, und in den Filtraten von den Zinkfallungen sind nach 
dem Erhitzen mit Salpetersiure nur minimale Quantitéten von 
Purinbasen nachweisbar. 

Danach empfehle ich das Zinkverfahren zur Darstellung 
der Purinbasen, speziell des Hypoxanthins aus Fleischextrakt. 
Es hat vor dem Bleiessigverfahren den Vorzug gréBerer Ein- 
fachheit, vor dem Salpeterséiureverfahren den Vorzug, daB es 
nicht wie dieses ein gelb gefarbtes Produkt liefert. 

Eine nebenher gemachte Beobachtung méchte ich nicht ganz 
unerwahnt lassen. Wenn man den aus einer klar filtrierten 
Fleischextraktlésung hergestellten Zinkniederschlag in verdiinnter 
Salpetersiure unter Erwirmen lést und die Lésung stehen 1aBt, 
so scheidet sich am Boden des GefiBes ein weiBer Niederschlag 
von koaguliertem EiweiS aus. 

Es ist nach dem Verfahren der Darstellung des Fileisch- 
extraktes schwer abzusehen, wie die filtrierte Lésung desselben 
noch durch Salpetersiure fallbares Eiwei8 enthalten kann. 

Ich vermute, daB die EiweiBausscheidung von dem Ge- 
halt des Fleischextrakts an Nucleoproteiden abhingt, wenigstens 
zeigen die Nucleoproteide aus Pankreas, Leber, Milz beim Lésen 
in verdiinnter Salpetersiure unter Erwarmen dasselbe Verhalten, 
allerdings méchte ich mich iiber diesen Punkt mit einigem 
Vorbehalt aussprechen, da mir immerhin die Méglichkeit, daB 
die angewendeten Priparate selbst etwas Eiweif enthielten, 
nicht ganz ausgeschlossen erscheint. 

Die Fallbarkeit der Purinbasen kénnte nun in analyti- 
scher Beziehung fiir die Bestimmung der Albumosen in Fleisch- 
extrakt und Organausziigen iiberhaupt in Betracht kommen. 
Nach den Angaben von A. Bémer’) bzw. K. Baumann und 


1) Zeitechr. f. anal. Chem. 34, 562, 1895. 
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A. Bémer’) soll man der Fliissigkeit, deren Albumosegehalt 
man bestimmen will, auf 100 ccm 2 ccm verdiinnte Schwefel- 
siure (1 Vol. H,SO, auf 4 Vol. H,O) hinzusetzen und sie dann 
mit Zinksulfat sattigen. 

Es liegt nun die Vermutung nahe, daB durch das Zink- 
sulfat auch die Purinbasen ausgefaillt werden kénnten, deren 
N-Gehalt dann falschlich als Albumosen-N erscheinen wiirde. 

Diese Befiirchtung ist indessen unbegriindet. Verfahrt 
man in der angegebenen Weise mit ca. 10°/,iger Fleischextrakt- 
lésung, so enthalt das Filtrat nach dem Erhitzen mit Salpeter- 
saure reichlich Purinbasen. Der Nachweis, daB unter diesen 
Umstinden nichts von den Purinbasen gefallt wird, ist bei 
den groBen Mengen Zink, die der mit konzentrierter Zinksulfat- 
lésung gewaschene Niederschlag enthalt, einigermaBen schwer 
zu fiihren. Allerdings erhalt man durch Auflésen des Nieder- 
schlags in Salpetersiure, Ubersittigen mit Ammoniak resp. 
Natronlauge und Ammoniak und Zusatz von Silbernitrat ein 
negatives Resultat, indessen ist dieses bei den entstandenen 
groBen Fliissigkeitsvolumina kaum als beweisend zu betrachten. 
Man muB das Zink durch Schwefelwasserstoff aus der mit Natrium- 
acetat versetzten essigsauren Lésung des Niederschlags entfernen, 
und das gelingt bei den groBen Mengen Zink nur schwierig, 
indessen schlieBlich doch, und man kann sich auch auf diesem 
Wege iiberzeugen, daB unter den Umstanden des Versuches der 
Zinkniederschlag keine Purinbasen enthilt. 

Ja, selbst wenn man nicht mit Schwefelsdure ansiuert, geniigt 
anscheinend die bei der Fallung mit Zinksulfat auftretende Aci- 
ditét, um eine Ausfaillung von Purinbasen zu verhindern. 

Ich bemerke noch, daB die einzelnen Versuche mit 200 
oder 400 ccm 10°/,iger Fleischextraktlésung angestellt sind. 

Was nun die Zusammensetzung des Zinkniederschlags aus 
Harn betrifft, so gelangen Thar und Beneslawski*) zu fol- 
gendem SchluBsatz: 

»Indem wir die Frage nach der Existenz einer kolloidalen 
Stickstoffverbindung im normalen Menschenharn offen lassen, 


1) Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBmittel 1, 106, 1898. — Vgl. auch 
meine Mitteilung iiber die quantitative Bestimmung .des Peptons neben 
Albumosen in dieser Zeitschr. 32, 350. 

*) Diese Zeitschr. 52, 438. 
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kénnen wir auf Grund unserer Untersuchungen sagen, daB der 
Stickstoff des durch Zinksulfat aus normalem Menschenharn 
erzeugten Niederschlags aus Harnsaiure und Purinbasen besteht, 
die Spuren von Harnstoff, Ammoniak und den iibrigen Harn- 
bestandteilen enthalten.“ 

Es ist mir unverstandlich, wie die russischen Autoren dazu 
gelangen, diesen gesperrt gedruckten und mit einer gewissen 
Emphase vorgetragenen SchluBsatz als Resultat ihrer Unter- 
suchungen zu bezeichnen, wodurch der Schein erweckt wird, 
als ob ich diese Bestandteile des Zinkniederschlages tibersehen 
hatte. Das ist eine vollstandige — ich will einmal milde sagen 
— Verkennung der Sachlage. 

Kojo’), den die Autoren selbst zitieren, hat ja schon den 
Harnsauregehalt des Zinkniederschlags publiziert, Kashiwa- 
bara*) darauf ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung 
der Harnsaure begriindet, spiter hat es sich gezeigt, daB die 
Fallbarkeit der Harnsiure aus dem Harn durch Zinksalze schon 
vor langen Jahren von Siegfried beobachtet worden ist. Wie 
kénnen die Autoren also diesen Befund als aus ihren 
Untersuchungen hervorgehend bezeichnen? Das ist mir 
ganzlich unverstandlich. Und ebenso ist es mit den Purinbasen. 
Die Fillbarkeit derselben und den Gehalt des Zinkniederschlags 
aus Harn an diesen habe ich*) auch schon kurz publiziert. 

Als neu bleibt also nur die Angabe der Autoren, daB der 
Zinkniederschlag ,,Harnstoff, Ammoniak und die wbrigen Harn- 
bestandteile* enthalte. DaB er unter Umstianden diese ent- 
halten kann, ist mir nicht zweifelhaft, ich will sogar gern 
glauben, daB es bei gréBeren Mengen des Niederschlages nicht 
gelingt, dieselben ganz auszuwaschen; daB es aber auch bei der 
angewendeten kleinen Menge von 100 ccm Harn nicht gelingen 
sollte, die gelésten Harnbestandteile ganz auszuwaschen, mu8 
ich bestreiten. Unter diesen Umstinden erscheint es mir auch 
nicht richtig, diese Harnbestandteile, die dem Niederschlag an- 
haften kénnen, aber nicht notwendig miissen, als Bestand- 
teile des Zinkniederschlags aufzufiihren. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 73, 432. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 223. 
8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 346. 
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Beitrage zur Kenntnis der Chemie der Krebstumoren. 
Von 
B. Wolter. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des kaiserlichen Institute fiir 
experimentelle Medizin, Petersburg.) 


(Eingegangen am 4. August 1913.) 


Neben einer verhaltnismaBig ausfiihrlichen Literatur iiber 
die Anatomie, Hystologie und die Fermente verschiedener Neu- 
bildungen stehen die chemischen Untersuchungen derselben 
ziemlich vereinzelt). 

Eine genauere Priifung der Asche menschlicher Krebstumoren 
verdanken wir S. Beebe*), der die auffallendste Verainderung 
gegen die Norm im Verhiltnis der Alkali- zu den Erdalkali- 
metallen feststellte. Das Verhiltnis von Na:Ca und K:Ca hat 
sich als abhingig von dem Zustande erwiesen, in dem sich die 
Geschwiilste befinden. Eine Erginzung erfuhren Beebes Unter- 
suchungen durch die Beobachtungen von Clowes und Frisbie’). 
Uber die organischen Bestandteile der Krebstumoren liegen 
hauptsachlich Beobachtungen iiber die Nucleinsubstanzen vor 
[Petry*), Neuberg’), Bang‘) u. a]. Von den ibrigen Ge- 
websbestandteilen sind noch die Fette, Lipoide und das Cho- 
lesterin untersucht [Bossart’), Gideon Wells‘)]. In der Zu- 


1) Literatur s. ausfihrlich bei C. Neuberg, Chem. Pathologie d. 
Krebse u. Dyskrasie. Zeitschr. f. Krebsforsch. 10, 55, 1910. 

*) Journ. of Physiol. 11, 12, 18, 1904 bis 1905; Proc. of the New 
York Path. Soc. 4, 109, 1905. 

*) Journ. of Physiol. 14, 1905. 

*) Zeitechr. f. physiol. Chem. 27, 398, 1899. 

6) Berl. klin. Wochenschr. 1905, Nr. 5. 

*) Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 362, 1904. 

”) Diss. Basel 1902. 

*) Journ. of med. res. 17, 461, 1908. 
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sammensetzung der aus Carcinomzellen dargestellten EiweiB- 
kérper sind mit wenigen Ausnahmen keine wesentlichen Unter- 
schiede gegeniiber normalem Material beobachtet worden. Da 
irgendwelche sicheren chemischen Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Formen bésartiger Geschwiilste noch nicht bekannt 
sind, zeigen die vorliegenden Beobachtungen doch, daB offenbar 
groBe Abweichungen im chemischen Bau der Tumoren bestehen 
kénnen, wie es aus erheblichen Differenzen im anatomischen 
Bilde und klinischem Verlauf hinreichend bekannt ist, und des- 
halb diirften systematische Untersuchungen bei verschiedenen 
Tumoren am Platze sein. Ganz besonderes Interesse fiir zahl- 
reiche pathologische Erscheinungen bietet die Gruppe der Lipoide 
(resp. Phosphatide) und der Fettgehalt, berechnet aus Resultaten 
der Verseifungsmethode. 

Als Untersuchungsmaterial fiir vorliegende Mitteilung dienten 
Tumorknoten und die nebenliegenden makroskopisch normalen 
Teile eines primaéren Carcinoms der Leber. Die Leber war 
enorm groB und von Carcinomknoten so durchsetzt, daB nur 
mit groBer Miihe makroskopisch normale Teile isoliert werden 
konnten. 

Hystologisch bestand die Geschwulst aus nicht degenerierten 
Zellen und reichlich vorhandenem Bindegewebe. 

Die sorgfaltig isolierten Carcinomknoten und nebenliegen- 
den makroskopisch normalen Teile wurden in einer Hack- 
maschine zerkleinert und im Vakuumexsiccator iiber Schwefel- 
siure bei Zimmertemperatur getrocknet. Dieses getrocknete, 
ca. 5 bis 6°/, Wasser enthaltende Material diente zu allen 
Bestimmungen, mit Ausnahme der Fettbestimmung, die direkt 
in frischem Material nach der Verseifungsmethode von Ku- 
magawa und Suto vorgenommen wurde. Der Wasser- 
gehalt wurde in besonderen Portionen bestimmt und die Re- 
sultate auf frische und konstant getrocknete Substanz be- 
rechnet. 

Der Gesamtphosphor wurde nach der Veraschungsmethode 
von Neumann, der anorganische nach Stutzer und der Pro- 
teid-P nach Kossel bestimmt, wobei der Lipoidphosphor nicht 
nach Kossel mit siedendem Alkohol und Ather ausgewaschen 
wurde, sondern das im HeiSextraktionsapparat vollstindig 
lipoidphosphorfrei extrahierte Organ wurde mit verdiinnter Salz- 





262 B. Wolter: 





saure nach Kossel bearbeitet und im Riickstand der Proteid- 
phosphor nach Neumann bestimmt. 

i Das zur Lipoidphosphorbestimmung getrocknete Organ (3 bis 
; 4g) wurde in einem HeiBextraktionsapparate im Laufe von 
12 Stunden mit absolutem Alkohol auf einem Sandbade extrahiert, 
der Alkohol abdestilliert, der Kolben mit dem trockenen Alkohol- 
? extrakt in einem Vakuumexsiccator iiber Chlorcalcium 24 Stun- 
ny den getrocknet, das Extrakt mit frisch iiber Natrium destilliertem 
; absolutem Ather aufgenommen, durch ein Asbestfilter filtriert, 
. der Ather abdestilliert und im Riickstand der Phosphor nach 
Neumann bestimmt. Da die Berechnung des Phosphatid- 
phosphors auf Lecithin oder ein anderes Phosphatid nicht richtig 
und eine exakte Methode zur quantitativen Betimmung dieses 
oder jenes Phosphatids fehlt, begniigten wir uns mit der 
quantitativen Bestimmung der gesamten Lipoidphosphormenge. 
Eine weitere Extraktion des Organs mit Alkohol und Ather 
im Laufe von 6 Stunden gab keinen Lipoidphosphor, was 
auBerdem aus den beiden iibereinstimmenden Analysen vor- 
auszusehen war. 

; Wassergehalt der Carcinomknoten 82,33°/,, 

: Wassergehalt der nebenliegenden makroskopisch normalen 
: Leberteile 79,34°/,. 


ieee ae rhe wae eS AS 


Bestimmung der héheren Fettsiuren nach Kumagawa und 
Suto in Carcinomknoten. 

















| ‘ 
- oo — 5 - 
Menge Fettabare- g 322) Im S¢ F2| Im 
Organs nge fue & | Durch- £ 3 : Durch- 
SES | schnitt | “Es & | schnitt 
g gs |a sook, ita 
I. Analyse 5,72 0,0958 1,67 9,48 
= 1128 | 0.1808 | 168 |} 187 | o's) |} 949 

















In nebenliegenden makroskopisch normalen Leberteilen. 


I. Analyse | 3,78 | 0,0648 | 1,71 8,30 
i Ss | 4,15 | oozes | 1184 }uz7 | 8.91 | } 8:60 


Wie wir sehen, sind im Gehalt der Carcinomknoten und der 
nebenliegenden makroskopisch normalen Leberteile an héheren 
Fettsaéuren keine sicheren Unterschiede zu notieren. 
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Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl] in Carcinomknoten. 














a yA 
Menge Stickstoff-- 82 9 2 Im $22 | Im 
des | menge | & sos. Durch- | 2£ £4 | Durch 
Organs | Go SESS hni ag 8B | 
onal & | schnitt ue 8 schnitt 
e | omg Ia | oh Meet 
I. Analyse | 0,1815 24,0 13,22 | 234 lise 
01804 | 23,6 | 1308 |} 1815) 9's) | } 2,32 











In nebenliegenden makroskopisch normalen Leberteilen. 


I. Analyse | 0,1811 | 24,0 | 18,25 267 |\o> 
, 0.2962 | 39,1 | 13,20 |} 13,22 | a73 |p 270 








Im Stickstoffgehalt der Carcinomknoten und der neben- 
liegenden makroskopisch normalen Leberteile sehen wir eben- 
falls keine wesentlichen Unterschiede. 


Phosphorbestimmungen in Carcinomknoten. 











Se8 ‘ I'S o | ‘ Bu: 

Menge @$9(/2 222/5./22 

oat es 02) SSises 

des P,O, ee P 5‘ of ek Bs alesse 
| 

Orme * eel agen S| 2g td 

se | m | % |= | % [9 | % 

















Gesamt- \ I. Analyse} 0,4350| 9,7336| 2,21 220 0,42 Jo. 


phosphor /} II. ” 0,4806 | 10,5244| 2,19 0,41 
Anorgan. | I.» | 1,8098| 15,8560] 0,88 | 0,16 
Phosphor HIE. » | 18098] 16,7376| 092 $29 o;16 |}016|40,91 
Phosphatid-y| I. »  |3,6196| 12,9386] 0,36 0,06 
phesphor SIL » —|3,6196| 12,9836] 0,36 $928 0,06 |}0-6)16,28 


phosphor S|II. »  |3,6196| 20,9220] 0,58 0,10 


























Proteid- \ I ” 3,6196 | 21,3024} 0,59 ‘10,58 0,10 10,10126,70 


In nebenliegenden makroskopisch normalen Leberteilen. 


Gesamt- | I. Analyse| 0,4562| 11,4120! 2,54 ie xl 0.52 0 ae 
phosphor J//II. » 0,4282 10,6512 | 2,54 °°") 0,51 |S’ 


Anorgan. L. - 1,6811 | 16,4840; 1,00 | 0,20 
Phosphor Mir - 1,3520] verungliickt } 1,00 }o,20 39,37 


Phosphatid-\} I. » | 1,3520] 7,6080| 0,56 | 0,12 | 
phosphor Har . 1,3520] verungliickt }0.56 }0,12}22,04 


Proteid- yj I.» | 1,8520]10,0172| 0,74 | os | 
phosphor Hair n | 1,8520 1.2708 0,76 }0,75 0,16 pos 25,59 





_— | 
| 

















Wir sehen in dieser eben angefiihrten Tabelle den Phos- 
phorgehalt der Carcinomknoten im Vergleich zu den neben- 
liegenden makroskopisch normailen Leberteilen vermindert, und 
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dieser Mindergehalt bezieht sich hauptsachlich auf den Lipoid- 
und Proteidphosphor. In der Verteilung des Phosphors auf die 
einzelnen Gruppen sehen wir ebenfalls einen geringeren Gehalt 
der Carcinomknoten an Lipoidphosphor. 

In folgender Tabelle ist der Phosphorgehalt der Carcinom- 
knoten, der nebenliegenden makroskopisch normalen Leberteile 
und der normalen Menschenleber*) zusammen dargestellt. 








Auf trockene Substanz | Vom Gesamtphosphor 























berechnet kommen auf 
i in neben-; i 
Carcinom-| lieg. Le- | normater (yrior™ reenter 
"lo "lo "lo "lo *lo "lo 
Gesamtphosphor .]| 2,20 2,54 2,35 _— _— — 
Anorgan. Phosphor | 0,90 1,00 0,90 | 40,91 | 39,387 | 38,29 
Phosphatidphosphor| 0,36 0,56 0,58 16,28 | 22,04 | 24,68 
Proteidphosphor .]| 0,58 0,75 0,47 26,70 | 25,59 | 20,00 


Wir sehen, daB vom Gesamtphosphor der normalen Leber 
24,68°/, auf den Phosphatidphosphor kommen, in den makro- 
skopisch normalen Leberteilen beim Carcinom finden wir 22,04°/,, 
in Carcinomknoten nur 16,28°/,, d.h. es handelt sich hier um 
eine deutliche Abnahme des Phosphatidphosphors um 8,40°/,. 
Fiir den Proteidphosphor finden wir in der normalen Leber 
20°/, des Gesamtphosphors, in den makroskopisch normalen 
Leberteilen beim Carcinom 25,59°/, und im Carcinomknoten 
26,70°/,, d.h. eine deutliche Zunahme des Proteidphosphors. 

Im Carcinomknoten wurde auBerdem das Cholesterin nach 
Windaus bestimmt. Zu diesem Zweck wurden 4,5245 g der 
trockenen Substanz im HeiBSextraktionsapparat im Laufe von 
12 Stunden mit Aceton extrahiert, das Aceton abdestilliert, der 
Riickstand mit 96° Alkohol aufgenommen und mit einer 1°/, igen 
Digitoninlésung gefiallt. 

Cholesterin 0,0634 g auf trockene Substanz berechnet 1,40°/, 
» frische " n 0,25, 


Eine weitere Acetonextraktion im Laufe von 6 Stunden 


gab keinen Digitoninniederschlag. 


1) Nach einer liebenswiirdig mitgeteilten, noch nicht veréffentlichten 
Arbeit von O. Kondratowitsch, wofiir ich hier meinen besten Dank 
ausspreche. 








eet 
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E. Petry’) hat gefunden, daB ein Brustdriisencarcinom 
etwa 20°/, mehr Nucleoproteid als normales Mammagewebe 
enthielt. J. Bang’*) stellte aus Lymphdriisenmetastasen, die 
von einem Sarkom der Hoden ausgegangen waren, ein Nucleo- 
histon dar. Dieser Befund ist bemerkenswert, da der Hoden 
in der Norm frei von Nucleohiston ist. Wir fanden den Pro- 
teidphosphor im Carcinomknoten um 6,70°/, im Vergleich zur 
normalen Leber erhdht. 

Nach Untersuchungen von Freund und Kaminer’) soll 
ein zelldestruierender Faktor, der nur in nicht ,,carcinomatésem“ 
Serum vorkommt, und ein zellschiitzender Faktor, der nur im 
Blutserum Carcinomatéser vorkommt, in Form eines Nucleo- 
globulins vorkommen, und deshalb wire es von Interesse, fest- 
zustellen, ob irgend ein Zusammenhang zwischen diesem Nucleo- 
globulin und dem erhéhten Gehalt oder dem Auftreten von 
phosphorhaltigen EiweiBkérpern in Krebstumoren existiert. 


1) Le. 


lo. 
%) Wiener klin. Wochenschr. 1913, Nr. 25. 


Biochemische Zeitechrift Band 55, 18 





Ober die Einwirkung des Alkohols auf die antigenen 
Gruppen der roten Blutkérperchen. 


Von 
Grete Thorsch. 


(Aus dem Hygienischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 1. August 1913.) 


Die Einwirkung von — insbesondere schidigenden — 
Agenzien auf die antigenen Zellgruppen ist seit jeher sehr ein- 
gehend untersucht worden. Man hat hauptsichlich Bakterien 
nach der Richtung hin gepriift, weil man stets das praktische Ziel 
vor Augen hatte, eine Immunisierung zu erreichen, gleichzeitig 
aber sowohl die Giftigkeit als auch die Vitalitét der Bakterien 
zu zerstéren. Dabei hat sich gezeigt, daB die antigenen Gruppen 
der Bakterien auBerst widerstandsfahig sind. Ja, es ist schwer, 
einem Mikroorganismus seine antikérperbildende Fahigkeit iiber- 
haupt zu nehmen. Theoretisches Interesse erregten die Unter- 
suchungen von Dungern und Coca, welche fanden, daB Osmium- 
lésung in einer bestimmten Konzentration die Blutkérperchen- 
receptoren intakt lieB, trotzdem aber den Blutkérperchen ihre 
antigene Fahigkeit nahm. Dies stand im strikten Gegensatz 
zu den Anschauungen der Ehrlichschen Seitenkettentheorie. 
Es ist begreiflich, daB diese Feststellungen bei den Anhangern 
Ehrlichs Aufmerksamkeit erregten und einer Nachprifung 
unterzogen wurden. Die tatsichlichen Befunde der beiden ge- 
nannten Autoren wurden von Szily bestatigt. Auch er konnte 
zeigen, daB das Osmium die Bindungskraft der roten Blut- 
kérperchen unbeeintrachtigt lieB, dahingegen diese ungeeignet 
machte, Himolysine zu erzeugen. Gleichzeitig aber konnte 
Szily die wichtige Tatsache feststellen, daB das Erhalten- 
bleiben der Bindungskraft nicht auf einer Intaktheit der spe- 
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zifischen Receptoren beruhte, sondern eine ganz andere Ur- 
sache hatte. Denn nicht nur osmierte Hammelblutkérperchen 
verankerten die spezifischen Hammelbluthimolysine, sondern 
auch osmierte Meerschweinchenblutkérperchen. Es schien da- 
durch der Beweis erbracht, daB das Osmium an Blutkérper- 
chen Verindernngen hervorrief, die ihnen die Fihigkeit ver- 
lieh, in nicht spezifischer Weise Himolysine zu adsorbieren, 
gleichzeitig aber die spezifischen Receptoren zu zerstéren. Letz- 
teres konnten sie an Versuchen mit sehr verdiinnter Osmium- 
siure feststellen. Bei dieser Auffassung aber sprachen die 
Versuche von Coca nicht gegen die Ehrlichsche Theorie, da 
infolge Zerstérung der Receptoren eine Antikérperbildung aus- 
bleiben muBte. 

Wir selbst haben eine Reihe von Versuchen angestellt, 
um die Einwirkung des Alkohols auf Blutkérperchen zu stu- 
dieren. Der Alkohol wurde deshalb gewahlt, weil er wegen 
seiner Léslichkeit fiir Lipeide und wegen seiner Eiweib- 
fallung besonders geeignet erschien. Wissen wir ja, daB 
die Lipoide bei den roten Blutkérperchen einerseits eine be- 
deutende Rolle spielen, andererseits man infolge der neueren 
Anschauungen den Lipoiden — vielleicht mit Unrecht — An- 
tigennatur zuschreibt. Wenn man also Alkohol langere Zeit 
auf rote Blutkérperchen einwirken laBt, so sollte man erwarten, 
daB die Riickstaénde jeglicher biologischer Fahigkeiten beraubt 
seien, da ja die Eiwei®kérper denaturiert und die lipoiden Stoffe 
zum groBen Teil entfernt sind. Wir wollen nun priifen, ob 
dies in der Tat der Fall ist. Zuniachst muBte untersucht 
werden, wie sich die mit Alkohol behandelten Blutkérperchen 
hinsichtlich ihrer spezifischen Bindungskraft fiir Hamolysine 
verhalten. 


Versuch 1. 

2 ccm Hammelblut werden 2 mal gewaschen, mit 10 ccm 96°/,igem 
Alkohol gemischt, 24 Stunden bei Zimmertemperatur belassen und hierauf 
4mal in der Wasserzentrifuge gewaschen. 

Réhrchen I. Bodensatz von 2 ccm des mit Alkohol behandelten 
Hammelblutes + 1 com Immunserum’) in der Verdiinnung 1 : 10. 

Réhrchen II. Bodensatz von 2 ccm natives Hammelblut -+- 1 ccm 
Immunserum in der Verdiinnung 1: 10. 


1) Dabei ist stets Hammelblut-Immunserum gemeint. 
18* 
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Réhrehen III. 1 com Immunserum in der Verdiinnung 1:10 als 
Kontrolle. 

Die Réhrchen I, II und III kommen auf */, Stunde in den Brut- 
schrank. I und II werden dann auf der elektrischen Zentrifuge zen- 
trifugiert. Aus den Abgiissen werden folgende Verdiinnungen hergestellt : 














Meerschwein- | 5°/,iges 
Nr AbguB von I |chen-Serum als} Hammel- Be ys a 
' Komplement blut bei 37° 
ecm ccm ccm 
1 0,50 0,05 1 komplett 
2 0,10 0,05 1 Spur 
3 0,05 0,05 1 0 
4 0,01 0,05 1 0 

















| Meerschwein- | 5°), iges ceeatiees 
_|AbguB von II\chen-Serum als} Hammel- | |. 3), 1 Std. 
































Komplement blut - one 
ccm eons ecm bei 37 
1 0,50 0,05 1 0 
2 0,10 0,05 1 0 
3 0,05 0,05 1 0 
4 0,01 0,05 1 0 
ae ea Meerschwein- | 5°/,iges 
Nr —a- chen-Serum als Hammel- he d 
' Komplement blut bei 37° A 
ccm ccm ecm 
1 0,50 0,05 1 komplett 
2 0,10 0,05 1 r 
3 0,05 0,05 1 - 
4 0,01 0,05 1 . 


In ein IV. Réhrchen kommt als Kontrolle 0,05 cem Komplement 
+ 1com Hammelblut; keine Lésung. 


Versuch 2. 


Réhrechen I. Bodensatz von 2 ccm des mit Alkohol behandelten 
Hammelbluts + 1 ccm Immunserum in der Verdiinnung 1: 10. 

Réhrchen II. Bodensatz von 2 ccm natives Hammelblut + 1 com 
Immunserum in der Verdiinnung 1 : 10. 

Réhrehen III. 1 com Immunserum in der Verdiinnung 1:10 als 
Kontrolle. 

Die Réhrehen I, II und III kommen fiir *'/, Stunde in den 
Brutschrank. I und II werden dann auf der elektrischen Zentrifuge 
zentrifugiert. Aus den Abgiissen werden folgende Verdiinnungen her- 
gestellt: 
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Meerschwein- | 5°/,iges 
Nr AbguB von I |chen-Serum als! Hammel- a. 
: Komplement | blut bei 37° 
ccm ecm ; ecm } 
1 0,50 0,05 1 komplett 
2 0,10 0,05 1 0 
3 0,05 0,05 1 0 
4 0,01 | 0,05 1 0 
Meerschwein- | 5°/,iges Resultat 


Nr. AbguB von II |chen-Serum als}; Hammel- asah 3 id. 





Komplement blut : 
ccm ccm ccm bei 87° 
1 0,50 0,05 1 0 
2 0,10 0,05 1 0 
3 0,05 0,05 1 0 
4 0,01 0,05 1 0 














Meerschwein- | 5 °/,iges Resultat 























Nr —— chen-Serum als} Hammel- nach 1 Std 
: Komplement blut bei 37° | 
ccm ccm ccm 
1 0,50 0,05 | 1 komplett 
2 0,10 0,05 1 . 
3 0,05 0,05 1 . 
4 0,01 0,05 1 . 


Als Kontrolle 0,05 com Komplement + 1ccm Hammelblut; keine 
Lésung. 

Diesen beiden Versuchen entnimmt man, da8 der Alkohol 
zwar die Bindungsfahigkeit der roten Blutkérperchen vermindert, 
sie jedoch nicht aufhebt, da dieselben noch viele Amboceptoren- 
einheiten zu binden imstande sind. Es muBte nun festgestellt 
werden, ob es sich hier nicht ahnlich wie bei den osmierten 
Blutkérperchen verhalt; d. h. wir muBten auf dieselbe Weise 
auch andere Blutkérperchen mit Alkohol behandeln und sie 
auf ihre Bindungsfahigkeit fiir Hammelbluthimolysine prifen. 
Zunachst wurden Pferdeblutkérperchen untersucht. 


Versuch 3. 

Hammelblut- und Pferdeblutkérperchen werden gewaschen und dann 
je 2ccm mit 10 ccm 96°/,igem Alkohol und mit 10 com Aceton zusammen- 
gebracht, diese Réhrchen 24 Stunden bei Zimmertemperatur gelassen 
und dann 4 mal in der Wasserzentrifuge gewaschen. 

Réhrehen I. Satz von 2 ccm des mit Alkohol behandelten Hammel- 
bluts + 1 cem Immunserum einer Verdiinnung | : 10. 
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Réhrehen IIT. 2 com des mit Aceton behandelten Hammelbluts 
-+- 1 ccm Immunserum einer Verdiinnung 1: 10. 

Réhrehen III. 2 ccm des mit Alkohol behandelten Pferdebluts 
+ 1lcem Immunserum in der Verdiinnung | : 10. 

Réhrehen IV. 2ccm des mit Aceton behandelten Pferdebluts 
-+ 1 ccm Immunserum in der Verdiinnung 1 : 10. 

Réhrehen V. 2 ccm natives Hammelblut + 1 ccm Immunserum. 

Réhrchen VI. 2 ccm natives Pferdeblut -+- 1 ccm Immunserum. 

Réhrehen VII. 1 ccm Immunserum in der Verdiinnung 1: 10. 

Die Réhrchen I bis VI kommen auf */, Stunde in den Brut- 
schrank und werden dann in der elektrischen Zentrifuge zentrifugiert. 
Aus den Abgiissen werden folgende Verdiinnungen hergestellt : 



























































Meerschwein- | 5°/,iges 
N AbguB von I |chen-Serum als} Hammel- ey" 
r. Remel t blut nach 1 Std. 
plemen u bei 37° 
ccm ecm ccm 
1 0,50 0,05 1 stark 
2 0,10 0,05 1 0 
3 0,05 0,05 1 0 
4 0,01 0,05 | 1 0 
Meerschwein- 
Nr, |4bgu8 von II |chen-Serum als Hammel- | Reeultat 
¥. K " t blut nach 1 Std. 
omplemen bei 37° 
ecm ccm ccm 
1 0,50 0,05 1 stark 
2 0,10 0,05 1 0 
3 0,05 0,05 1 0 
4 0,01 0,05 1 0 
Meerschwein-| 5°/,iges 
Nr Abgu8 von III/chen-Serum als}; Hammel- egy, A 
‘ Komplement blut bei 37° 
com ccm } ccm 
1 0,50 0,05 1 komplett 
2 0,10 0,05 1 - 
3 0,05 0,05 1 - 
4 0,01 0,05 1 maBig 
Meerschwein- 
Nr, |Abgu8 vonIV|chen-Serum als a mel- | Resultat 
r. Renal t ut nach 1 Std. 
— bei 37° 
ecm ecm |  eem 
1 0,50 0,05 1 komplett 
2 0,10 0,05 1 - 
3 0,05 0,05 1 - 
4 0,01 0,05 1 maBig 











je : 
che 
in | 


Ha: 


lee 
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ionie " eee cnannge € Hammel- Resultat 
ze Cn os blut nach 1 Std. 
; 0 
ecm ’ com com bei 87 
1 0,50 0,05 1 maBig 
2 0,10 0,05 1 0 
3 0,05 0,05 1 0 
4 0,01 0,05 1 0 
bias | Meerschwein-| po | ‘ll 
. Hammel- Resultat 
Nr, |Abgu8 von VIjchen-Serum als} ““'biut | nach 1 Std. 
— bei 37° 
ccm cem ecm 
1 0,50 0,05 1 komplett 
2 0,10 0,05 1 . 
3 0,05 | 0,05 1 - 
4 0,01 0,05 } 1 maBig 
Fliissigkeit B anaes mestager Hammel- Resultat 
Nr.| von VII Kor eee blut nach 1 Std. 
~~ bei 37° 
com ecm ccm 
1 0,50 0,05 1 komplett 
2 0,10 0,05 1 ” 
3 0,05 0,05 1 - 
4 0,01 0,05 1 ” 
Versuch 4. 


Hammelblut- und Pferdeblutkérperchen werden gewaschen und dann 
je 2ccm mit je 10 ccm 96°/,igem Alkohol zusammengebracht; diese Réhr- 
chen werden 24 Stunden bei Zimmertemperatur gelassen, darauf 4 mal 
in der Wasserzentrifuge gewaschen. 

Réhrchen I. Bodensatz von 2ccm des mit Alkohol behandelten 
Hammelblutes + 1 com Immunserum in der Verdiinnung 1 : 10. 

Réhbrchen II. 2 ccm des mit Alkohol behandelten Pferdeblutes +- 
lcem Immunserum. 

Réhbrchen III. 2com natives Hammelblut + 1 com Immunserum. 

Réhrchen IV. 2 ccm natives Pferdeblut + 1 ccm Immunserum. 

Réhrchen V. 1 ccm Immunserum in der Verdiinnung 1 : 10. 

Alle Réhrehen kommen fir '/, Stunde in den Brutschrank, werden 
zentrifugiert und von den Abgiissen folgende Verdiinnungen gemacht: 











AbguB von Kom- Hammel-] Resultat 
Nr. I plement blut nach 1 Std. 
ccm com | ccm bei 37° 
1 0,50 0,05 1 0 
2 0,10 0,05 1 0 
3 0,05 0,05 1 0 
4 0,01 0,05 1 0 
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AbguB von Kom- Hammel-| Resultat 



























































Nr. II plement blut nach 1 Std. 
ccm ccm ccm bei 37° 
1 0,50 0,05 1 komplett 
2 0,10 0,05 1 ~ 
3 0,05 0,05 1 0 
4 0,01 0,05 1 0 
Pls AbguB von} Kom- |Hammel-| Resultat 
Nr. Ill plement blut nach 1 Std. 
ccm ccm ccm bei 37° 
1 0,50 0,05 1 0 
2 0,10 0,05 1 0 
3 0,05 0,05 1 0 
4 0,01 0,05 1 0 
AbguB von Kom- /|Hammel-| Resultat 
Nr. IV plement blut | nach 1 Std. 
ccm com com bei 37° 
1 0,50 0,05 1 komplett 
2 0,10 0,05 1 - 
3 0,05 0,05 1 - 
4 0,01 0,05 1 0 
AbguB von Kom- Hammel-| Resultat 
Nr. Vv plement blut nach 1 Std. 
com com ecm bei 37° 
1 0,50 0,05 1 komplett 
2 0,10 0,05 1 n 
3 0,05 0,05 1 ” 
4 0,01 | 0,05 1 0 


In Versuch 3 scheint die Bindung der Alkoholblutkérper- 
chen und der mit Aceton behandelten eine vollkommen spe- 
zifische zu sein, da nur die Hammelblutkérperchen, nicht aber 
die mit Alkohol behandelten Pferdeblutkérperchen die Hammel- 
bluthimolysine verankern. Auch in Versuch 4 tritt — wenn 
auch nicht so deutlich wie in Versuch 3 — diese Spezifitat 
hervor, da ja hier die mit Alkohol behandelten Pferdeblut- 
kérperchen deutlich starker binden als die unbehandelten. Dieser 
Umastand ist jedoch sehr auffallend, da er gerade das Gegenteil wie 
bei den Hammelblutkérperchen zeigt; denn wahrend bei letz- 
teren der Alkohol die Bindungskraft gegeniiber den unbehan- 
delten Blutkérperchen abschwicht, bedingt er bei Pferdeblut- 
kérperchen eine Erhéhung. Dies muBte den Gedanken nahe 
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legen, daB hier nicht spezifische Momente eine Rolle spielen. 
Demnach ergab sich die Notwendigkeit, auch die Blutkérperchen 
anderer Tierarten in den Bereich dieser Untersuchung zu ziehen. 
Die beiden nachfolgenden Versuche wurden mit Meerschweinchen- 
blutkérperchen angestellt. 


Versuch 5. 


Hammelblut- und Meerschweinchenblutkérperchen werden gewaschen 
und dann je 5ccm mit 10cem 96°/,igem Alkohol zusammengebracht. 
Diese Rébhrchen werden 24 Stunden bei Zimmertemperatur gelassen, dar- 
auf 4mal in der Wasserzentrifuge gewaschen. 

Réhrchen I. 2ccm des mit Alkohol behandelten Hammelbluts +- 
2ccm Immunserum in der Verdiinnung 1 : 10. 

Réhrchen II. 2 ccm des mit Alkohol behandelten Meerschweinchen- 
bluts +-2ccm Immunserum. 

Réhrehen III. 2ccm natives Hammelblut + 2ccm Immunserum. 

Réhrchen IV. 2 ccm natives Meerschweinchenblut + 2 ccm Immun- 
serum. 

Réhrchen V. 2ccm Immunserum in der Verdiinnung 1: 10. 

Die Réhrchen kommen fiir */, Stunde in den Brutschrank, werden 
dann abzentrifugiert und aus denAbgiissen folgendeVerdiinnungen gemacht: 

















0; 5 
AbguB von Kom- - ow Resultat 
Nr. I plement ay “| nach 1 Std. 
- bei 37° 
cm | ccm ccm 

1 0,40 0,05 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 ” 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 005 | 1 0 











AbguBvon| Kom- Hammel-}| Resultat 








Nr. II plement | blut {| nach 1 Std. 
ccm ccm | ccm bei 37° 

1 0,40 0,05 1 komplett 

2 0,20 0,05 1 - 

3 0,04 0,05 1 0 

4 0,02 0,05 | 1 0 








AbguB von Kom- Hammel-| Resultat 














| 
Nr. Ill plement | blut | nach 1 Std. 
ecm ccm | com bei 37° 
1 0,40 0,05 1 0 
2 0,20 0,05 1 0 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 0,05 1 0 
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AbguB von Kom- Hammel-| Resultat 
Nr. IV plement blut nach 1 Std. 
ccm ccm ecm bei 37° 
1 0,40 005 | 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 ” 
3 0,04 0,05 1 “ 
4 0,02 0,05 1 - 
- Abgu8von| Kom- |Hammel-| Resultat 
Nr. Vv plement blut nach 1 Std. 
ccm ccm ccm bei 37° 
1 0,40 0,05 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 - 
3 0,04 0,05 1 . 
4 0,02 0,05 1 , 
Versuch 6. 


Hammelblut- und Meerschweinchenblutkérperchen werden gewaschen 
und dann je 5ccm mit 10 ccm 96°/,igem Alkohol zusammengebracht. 
Diese Réhrchen werden 24 Stunden bei Zimmertemperatur gelassen, dar- 
auf 4mal in der Wasserzentrifuge gewaschen. 

Réhrehen I. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Hammelbluts +- 
2com Immunserum in der Verdiinnung 1 : 10. 

Réhrchen II. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Meerschweinchen- 
bluts + 2ccm Immunserum. 

Réhrchen III. 4 ccm natives Hammelblut +2 ccm Immunserum. 

Réhrehen IV. 4 ccm natives Meerschweinchenblut +2 ccm Im- 
munserum. 

Réhrchen V. 2ccm Immunserum in der Verdiinnung 1: 10. 

Die Réhrchen kommen fiir */, Stunde in den Brutschrank und 
werden dann zentrifugiert; aus den Abgiissen werden folgende Ver- 


diinnungen gemacht: 





























AbguB von| Kom- /|Hammel-}| Resultat 
Nr. I plement blut nach 1 Std. 
ccm ccm ccm bei 37° 
1 0,40 0,05 1 stark 
2 0,20 0,05 1 - 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 0,05 1 0 
AbguB von Kom- Hammel-| Resultat 
Nr. II plement blut nach 1 Std. 
com com ccm bei 37° 
1 0,40 0,05 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 ” 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 0,05 1 0 
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Abgu8 von| Kom- j|Hammel-| Resultat 
Nr. Ill | plement |  blut nach 1 Std. 
com {| ccm | ccm bei 37° 
1/ o40 | 005 | 1 0 
2 0,20 | 0,05 1 0 
3 0,04 | 0,05 1 0 
4 002 | 0,05 1 0 





AbguB von | Kom- |Hammel-| Resultat 





























Nr. IV plement blut nach 1 Std. 

com ecm | ccm bei 37° 

1 0,40 | 0,05 1 komplett 

2 0,20 0,05 1 . 

3 0,04 0,05 1 ‘ 

4 0,02 0,05 1 stark 
‘a | AbguB von Kom- |Hammel-| Resultat 
Nr. V plement | blut nach 1 Std. 

ccm cem | eem bei 37° 

1 0,40 0,05 1 komplett 

2 0,20 0,05 1 is 

3 0,04 0,05 1 ir 

4 0,02 0,05 | 1 stark 





Diese Versuchke beweisen, daB die oben geiuBerte An- 
schauung zu Recht besteht, indem die mit Alkohol behandelten 
Meerschweinchenblutkérperchen in genau derselben Weise wie 
Hammelblutkérperchen die Hamolysine binden; daraus geht 
hervor, daB der Alkohol unzpezifische Bedingungen 
fiir eine Haimolysinadsorption schafft. 


Versuch 7. 


Hammelblut- und Kaninchenblutkérperchen werden gewaschen und 
dann je 5ccm mit 10cem 96°/,igem Alkohol zusammengebracht. Die 
Réhrchen werden 24 Stunden bei Zimmertemperatur gelassen, darauf 
4 mal in der Wasserzentrifuge gewaschen. 

Réhrchen I. 2 ccm des mit Alkohol behandelten Hammelbluts +- 
2ccm Immunserum in der Verdiinnung 1: 10. 

Réhrchen Il. 2ccm des mit Alkohol behandelten Kaninchenbluts 
-+ 2ccm Immunserum. 

Réhbrchen III. 2ccm natives Hammelblut + 2 com Immunserum. 

Réhrehen IV. 2ccm natives Kaninchenblut + 2 ccm Immunserum. 

Réhrchen V. 2ccm Immunserum in der Verdiinnung 1: 10. 

Die Réhrchen kommen fiir */, Stunde in den Brutschrank, werden 
dann zentrifugiert und aus den Abgiissen folgende Verdiinnungen gemacht: 
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ie Abgu8 von ~ Kom- |Hammel-} Resultat 
Nr. I plement | blut | nach 1 Std. 
ecm com } ecm bei 37° 
1 0,40 0,05 1 stark 
2 0,20 0,05 1 maBig 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 0,05 1 0 
| AbguBvon! Kom- |Hammel-| Resultat 
Nr. II plement blut nach 1 Std 
ecm ccm ccm bei 37° 
1 0,40 0,05 1 stark 
2 0,20 0,05 1 maBig 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 0,05 1 0 
| AbguB von| Kom- |Hammel-| Resultat — 
Nr. III plement blut nach 1 Std 
ccm ccm ccm bei 37° 
1 0,40 0,05 1 0 
2 0,20 0,05 1 0 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 0,05 1 0 
AbguB von Kom- |Hammel-| Resultat 
Nr. IV plement blut nach 1 Std. 
ecm ecm } ccm bei 37° 
1 0,40 005 | 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 - 
3 0,04 0,05 1 * 
4 0,02 0,05 1 0 
Fliissigkeit Kom- /|Hammel- | Resultat 
Nr.}| von V plement blut | nach 1 Std. 
ecm ccm ecm bei 37° 
1 0,40 0,05 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 ” 
3 0,04 0,05 1 - 
4 0,02 0,05 1 0 


Auch dieser, mit Kaninchenblutkérperchen angestellte Ver- 
such zeigt dasselbe wie der vorangehende; denn auch diese 
Blutkérperchen verhalten sich den Hammelbluthimolysinen 
gegeniiber nicht anders wie die mit Alkohol behandelten Hammel- 
blutkérperchen. 

Das Affenblut weist — wie der nachfolgende Versuch 
zeigt — kein anderes Verhalten auf. 
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Versuch 8. 

Hammelblut- und Affenblutkérperchen werden gewaschen und dann 
je 5ccm mit 10 ccm 96°/,igem Alkohol zusammengebracht; die Réhrchen 
werden 24 Stunden bei Zimmertemperatur gelassen, darauf 4mal in der 
Wasserzentrifuge gewaschen. 

Rébrchen I. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Hammelbluts 
+ 2 ccm Immunserum in der Verdiinnung 1 : 10. 

Réhrehen II. 4 com des mit Alkohol behandelten Affenbluts 
-+- 2ccm Immunserum. 

Réhrchen III. 4 com natives Hammelblut + 2 com Immunserum. 

Rébrehen IV. 4 com natives Affenblut -+- 2 ccm Immunserum 
(1:10). 

Réhbrechen V. 2 ccm Immunserum in der Verdiinnung | : 10. 

Die Réhrchen kommen fiir */, Stunde in den Brutschrank, werden 
dann zentrifugiert und aus den Abgiissen folgende Verdiinnungen ge- 
macht: 











AbguB von Kom- |Hammel-| Resultat 












































Nr. I plement blut nach 1 Std. 
ccm ccm com bei 37° 
1 0,40 0,05 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 * 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 0,05 1 0 
AbguB von! Kom- |Hammel-| Resultat 
Nr. II plement blut | nach 1 Std, 
com ccm com bei 37° 
1 0,40 0,05 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 - 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 0,05 1 0 
| Abgu8 von | Kom- |Hammel-| Resultat 
Nr. III plement blut nach 1 Std. 
com ccm com bei 37° 
1 0,40 0,05 1 0 
2 0,20 0,05 1 0 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 0,05 1 0 
 |Abgu8 von| Kom- |Hammel-| Resultat 
Nr. IV plement blut | nach 1 Std. 
ccm ccm com bei 37° 
1 0,40 0,05 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 - 
3 0,04 0,05 1 - 
4 0,02 0,05 1 stark 
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Flissigkeit Kom- | Hammel- g Resultat 











Nr von V plement blut nach 1 Std. 
cem | ecm | ccm bei 37° 
1 0,40 0,05 | 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 ” 
3 0,04 005 | 1 - 
4 0,02 0,05 | 1 stark 
Versuch 9. 


Hammelblut-, Rinderblut-, Schweineblut- und Kaninchenblutkérper- 
chen werden gewaschen und dann je 5ccm mit 10 ccm 96°/,igem Al- 
kohol zusammengebracht; die Réhrchen werden 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur gelassen und darauf 4mal in der Wasserzentrifuge gewaschen. 

Réhrchen I. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Hammelbluts 
-+- 2ccm Immunservm in der Verdiinnung 1: 10. 

Réhrehen II. 4 com des mit Alkohol behandelten Rinderbluts 
+ 2ccm Immunserum. 

Réhrehen III. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Schweinebluts 
+ 2 com Immunserum. 

Réhrchen IV. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Kaninchenbluts 
+ 2ccm Immunserum. 

Réhrchen V. 4 ccm natives Hammelblut -+ 2 ccm Immunserum. 


- VI. 4 » n Rinderblut + 2 » r 
- VII. 4 » n Schweineblut a 2 on n 
» VII. 4 » »  Kaninchenblut-+ 2 » n 


» 1X. 2 » Immunserum in der Verdiinnung 1: 10. 
Die Réhreken kommen auf */, Stunde in den Brutschrank, werden 
zentrifugiert und aus den Abgiissen folgende Verdiinnungen gemacht: 



































AbguB von Kom- Hammel-| Resultat 
Nr. I plement blut nach i Std. 
ccm ccm ecm bei 37° 
1 100 | 0,05 1 0 
2 0,50 0,05 1 0 
3 0,25 0,05 1 0 
AbguB von Kom- |Hammel-| Resultat 
Nr. II plement blut nach 1 Std. 
ecm ccm ccm bei 37° 
1 1,00 0,05 1 0 
2 0,50 0,05 1 0 
3 0,25 0,05 1 0 
. AbguB von Kom- /|Hammel-| Resultat 
Nr. III plement blut | nach 1 Std. 
ccm ccm ccm bei 37° 
1 1,00 0,05 1 0 
2] 0,50 0,05 1 0 ge 
3 0,25 0,05 1 0 08! 
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| AbguB von| Kom- |Hammel-| Resultat 
Nr. IV | plement blut nach 1 Std. 

ecm ccm ecm bei 37 “ 

1 100 | 0,05 1 0 

2 050 | 0,05 1 0 

3 0,25 0,05 1 0 

AbguB von _ Kom- |Hammel-| Resultat 
Nr. V ; plement blut nach 1 Std. 
com | ecm ecm bei 37° 

1 1,00 0,05 1 0 

2 0,50 0,05 1 0 

3 0,25 | 0,05 1 0 

| Abgu 18 von iz Kom- Hammel- ~ Resultat 
Nr. VI plement blut nach 1 Std. 
ecm ecm ccm bei 37° 

1 100 | 005 | 1 komplett 

2 0,50 | 005 | 1 , 

3 025 | 005 | 1 stark 
aie ‘Abgu8 von. Kom- | Hammel- Resultat 
Nr. Vil plement | blut nach | Std. 

ecm ccm | ccm bei 37° 

1 1,00 | 0,05 1 komplett 

2 0,50 0,05 1 - ? 

3 0,25 005 =| 1 - ? 
| AbguB von| Kom- | Hammel-| Resultat 
Nr. VIII plement | blut nach 1 Std. 

ccm ccm } ecm bei 37° 

1 1,00 005 | 1 komplett 

2 0,50 0,05 | 1 ~ 

3 0,25 0,05 l stark 

AbguB von! Kom- | Hammel-| Resultat 
Nr. Ix | plement | blut nach 1 Std. 
__|__ccom__|__com__| _com__] _ bei 87° 

1 1,00 0, 05 1 komplett 

2 0,50 0,05 1 . 

3 0,25 0,05 1 stark 


Aus allen diesen Versuchen diirfte zur Geniige hervor- 
gehen, daB hier ahnliche Verhiltnisse vorliegen wie bei den 


osmierten Blutkérperchen. 


Es kann also daraus nicht ge- 
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schlossen werden, daB die trotz der Behandlung mit Alkohol er- 
haltene Bindungskraft der Hammelblutkérperchen fiir Hamolysine 
auf einer spezifischen Receptorenwirkung beruht. Man ist jedoch 
auch nicht berechtigt, dem Alkohol eine zerstérende Wirkung auf 
die haptophore Gruppe der roten Blutkérperchen zuzuschreiben. 
Denn es kénnen ja bei den Hammelblutkérperchen ganz andere 
Verhaltnisse vorliegen als bei den Blutkérperchen anderer Tier- 
arten. So sehen wir schon, daB die Pferdeblutkérperchen nicht 
in unser Schema passen; aus dem Grunde haben wir es fiir 
notwendig erachtet, Tiere mit den Alkoholblutkérperchen zu 
immunisieren. Dem stellten sich jedoch nicht geringe tech- 
nische Schwierigkeiten in den Weg. Denn die mit Alkohol 
behandelten Blutkérperchen stellten in der Kochsalzemuision 
eine derart verbackene Masse dar, daB es ganz unmdglich er- 
schien, dieselbe durch eine Spritzenkaniile zu injizieren. Damit 
war natiirlich von vornherein die intravenése Injektion aus- 
geschlossen. Die einzige Méglichkeit, die Blutkérperchen unter 
die Haut zu bringen, bestand darin, daB wir dieselben in eine 
Pipette mit vollkommen abgebrochener Spitze aufsaugten und 
in eine breite, unterminierte Hauttasche rasch einbliesen. Die 
Haut wurde durch Naht geschlossen. Jedes Kaninchen erhielt 
3ccm Blut. Es ist klar, daB eine derartig kompakte Masse 
nur schwer der Resorption zuginglich ist, so daB schon von 
vornherein ein giinstiger immunisatorischer Effekt nicht zu 
erwarten war. In der Tat wies auch die 10 Tage nach der 
Injektion durchgefiihrte Blutentnahme keinen himolytischen 
Effekt auf. Hingegen war derselbe nach einer zweiten In- 
jektion, man kann sagen in starkem MaBe, ausgesprochen, ins- 
besondere wenn man die ebenerwahnten ungiinstigen Momente 
in Betracht zieht. Die Sera der 2 behandelten Kaninchen ver- 
hielten sich folgendermaBen: 











a wltneee Kom- | Hammel- Erste Entnahme 
Nr Restnthens plement blut | eotnahme nach der 
2. Injektion 
ccm ecm ccm 
1 0,100 0,05 1 0 komplett 
2 0,050 0,05 1 0 ~ 
3 0,010 0,05 1 0 n 
4 0,005 0,05 1 0 stark 
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Serum des . 
Kom- Hammel- Entnahme 
Nr. x inehe plement blut . Erste nach der 
aninchens Entnahme | , Injektion 
ccm ccm com sath cuss 
1 0,100 | 0,05 1 0 | komplett 
2 0,050 0,05 1 0 * 
3 0,010 0,05 1 0 stark 
4 0,005 0,05 | 1 0 | - 








Obzwar nach den bisherigen Reagensglasversuchen die 
Alkoholblutkérperchen sich von den osmierten Blutkérperchen 
nicht unterscheiden, so weisen sie doch eine scharfe Differenz 
beziiglich des Immunisierungseffektes auf. Wie bereits erwahnt, 
sind die osmierten Blutkérperchen zur Erzeugung von hamo- 
lytischen Immunk6rpern vollig ungeeignet, die Alkoholblutkér- 
perchen hingegen bilden dieselben in reichlichem MaBe. Dies 
beweist, daB die antigenen Gruppen durch den Alkohol nicht 
zerstért werden. Nun entsteht die Frage, ob, entsprechend den 
Anschauungen Ehrlichs, die antigenen Zellgruppen mit den 
haptophoren identisch sind. Wie aus den vorausgehenden Experi- 
menten hervorgeht, laBt sich dies auf Grund von Bindungsversuchen 
nicht entscheiden. Wir wissen ja nicht, ob die Bindungskraft 
der Alkoholblutkérperchen fiir den spezifischen Immunkérper 
eine spezifische Bindung ist, oder, wie bei den artfremden Blut- 
kérperchen, die mit Alkohol behandelt sind, eine unspezifische 
Adsorption. Fiir die osmierten Blutkérperchen, die sich ebenso 
verhalten, wurde ja von Szily das letztere angenommen. Es 
steht uns, um diese Frage zu entscheiden, noch ein zweiter Weg 
offen, nimlich die Komplementbindung. Wir wissen bereits aus 
friiheren Versuchen von Weil und Spat, daB Stoffe, die in 
nicht spezifischer Weise komplementbindende Immunkérper ad- 
sorbieren, nach der Adsorption derselben nicht komplement- 
bindend wirken. In diesen Versuchen konnte namlich gezeigt 
werden, daB geronnenes Serum, das in starkem Mae befahigt 
ist, nicht spezifische Eiwei8pracipitine zu adsorbieren, nach Ad- 
sorption derselben das Komplement nicht bindet. Es ist also nach 
diesen Feststellungen notwendig, daB das Antigen in spezifischer 
Weise den Antikérper verankern mu8, um Komplement zu binden. 
Wenn wir diese Ermittlungen auf die vorliegende Frage iiber- 
tragen, so miiBten, wenn die Alkoholblutkérperchen in spezi- 


fischer Weise Immunkérper binden, sie nach der Bindung auch 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 19 
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das Komplement verankern. Wenn jedoch eine nicht spezifische 
Immunkérperadsorption vorliegt, so diirften sich die Alkohol- 
blutkérperchen, die mit Immunserum behandelt waren, beziig- 
lich der Komplementbindung nicht anders verhalten als die un- 
behandelten Blutkérperchen. Anbei folgt ein in diesem Sinne 
ausgefiihrter Versuch. 


Versuch 10. 

6 ccm Hammelblutkérperchen werden gewaschen, mit 10 ccm 
96°/,igem Alkohol zusammengebracht und 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen, hierauf 4 mal in der Wasserzentrifuge ge- 
waschen. 

Rébrehen I. 3 com des mit Alkohol behandelten Hammelbluts +- 
0,25 com Immunserum. 

Réhrehen II. 3 cem des mit Alkohol behandelten Hammelbluts. 

Réhrchen III. 3 ccm natives Hammelblut. 

Roéhrchen I, II und III kommen fiir */, Stunde in den Brutschrank 
und werden zentrifugiert. Dann kommt der Abgu8 von Réhrchen I auf 
den Satz von Réhrchen II und dieses fiir */, Stunde in den Brutschrank, 
wieder zentrifugiert und nun der Abgu8 davon auf den Satz von Réhr- 
chen III; auch dieses fiir '/, Stunde in den Brutschrank und zentri- 
fugiert. Nun kommt zu den Satzen Meerschweinchenserum als Kom- 
plement. 

Réhrchen I. Satz von I -+- 2 com Komplement (immer in der Ver- 
diinnung | : 10). 

Réhrchen II. Satz von II + 2 com Komplement. 

Réhrchen III. Satz von III +- 2 com Komplement. 

Die Rébrchen kommen nun fiir 1 Stunde in den Brutschrank, werden 
dann zentrifugiert und von den Abgiissen folgende Verdiinnungen her- 
gestellt: 


























| 3fach sensib. iene 
N AbguB von I 5°/,ige Hammel- nach 1 Std 
° | blutkérperchen bei 87° 
ecm | ecm 
1 1,00 | 1 0 
2 0,50 | 1 0 
3 fach sensib. 
Nr, [Abgu8 von II) Hammelblut- a 
9 kérperchen nach | ed. 
ecm com bei 37 
. 1,00 1 komplett 
2 0,50 1 
8 0,25 | 1 maBig 
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7 | 8fach sensib. : 
Nr, [AbguBvonIII| Hammelblut- | | Resultat 
bay k6érperchen goo 370 
cem ecm om 
1 1,00 1 komplett 
2 0,50 1 ~ 
3 0,25 1 maBig 
| Sfach sensib. | peenitat 
y Komplement} Hammelblut- oy: 
Nr. ké nach 1 Std. 
érperchen bei 37° 
ecm cem — 
1 1,00 1 komplett 
2 0,50 1 s 
3 0,25 1 * 











Dieser Versuch zeigt, daB die mit Imunserum behandelten 
Alkoholblutkérperchen in starkem MaBe komplementbindend 
wirken, wahrend die mit bereits behandeltem Immunserum 
sterilisierten Blutkérperchen das Komplement nahezu intakt 
lassen. Dieser Versuch spricht bei Beriicksichtigung der obigen 
Ausfiihrungen sowohl fiir eine spezifische Immunkérper- als 
auch Komplementbindung. 


Versuch 11. 

Hammelblutkérperchen und Meerschweinchenblutkérperchen werden 
gewaschen und dann je 5 ccm mit 10 com 96°/,igem Alkohol zusammen- 
gebracht. Diese Réhrchen bleiben 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen und werden darauf 4mal auf der Wasserzentrifuge zentrifugiert. 

Réhrehen I. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Hammelbluts +- 
2 ccm Immunserum in der Verdiinnung 1 : 10. 

Réhrchen II. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Meerschwein- 
chenbluts + 2 com Immunserum. 

Roéhrehen III. 4 ccm natives Hammelblut + 2 com Immunserum. 

Réhrchen IV. 4 ccm natives Meerschweinchenblut -+- 2 ccm Immun- 
serum. 

Die Réhrchen kommen fiir */, Stunde in den Brutschrank und werden 
zentrifugiert, und zu den Sitzen kommen je 3 com Komplement in der 
Verdiinnung 1: 10. 


Réhrehen I. Satz von I + 3 cem Komplement (1 : 10). 
Réhrehen II. Satz von II + 3 cem Komplement. 
Réhrehen III. Satz von III + 3 com Komplement. 


Réhrehen IV. Satz von IV + 3 com Komplement. 
Die Réhrchen I, II, III und IV bleiben nun 1 Stunde im Brut- 
schrank, werden zentrifugiert und von den Abgiissen folgende Verdiin- 


nungen gemacht: 
19* 
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ae ‘8 fach sensib. 
Resultat 
Nr. AbguB von H 5°), — _ Resta Std. 
| 37 0 
ccm | ccm bel 37 
1 1,00 1 wenig 
2 0,50 1 0 
3 0,25 1 0 
| 8 fach sensib. 5 
5 Resultat 
Nr. AbguB von 1 ——— nach 1 Std. 
; 370 
om | on bei 37 
1 1,00 1 Yk bomen 
2 0,50 1 . 
3 0,25 1 0 
: | 8 fach sensib. orgy 
: Resultat 
Nr. AbguB vonIII| 5°) — any Std. 
com ccm = 
1 1 ,00 1 0 
2 0,50 1 0 
3 0,25 1 0 
LS fach sonaib. | pias 
Nr. AbguB von IV, 5°/ — nach 1 Std. 
; 370 
com | ccm bei 37 
1 1,00 4 1 | komplett 
2 0,50 1 stark 
3 0,25 | 1 0 
/ [Meerschwein-| 3 fach sensib. | potas 
N chenserum als, 5°/,iges Hammel- nach 1 Std 
“F- |Komplement blut a” 
J ccm ccm aa S! 
1 1,00 1 komplett 
2 0,50 ] . 
3 0,25 1 - 
Versuch 12. 


Hammelblutkérperchen und Meerschweinchenblutkérperchen werden 
gewaschen und dann je 5 ccm mit je 10 ccm 96°/,igem Alkohol zusam- 
mengebracht. Diese Réhrchen bleiben 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen und werden darauf 4mal auf der Wasserzentrifuge gewaschen. 


Roéhrchen I. 


2 ccm Immunserum in der Verdiinnung 1 : 10. 


4 ccm des mit Alkohol behandelten Hammelbluts +- 





bh 


sch 
dit 
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Réhrchen II. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Meerschweinchen- 
bluts + 2 cem Immunserum. 

Réhrehen III. 4 ccm natives Hammelblut + 2 ccm Immunserum. 

Réhrehen IV. 4 ccm natives Meerscheinchenblut -- 2 com Immun- 
serum. 

Die Réhrehen kommen fiir '/, Stunde in den Brutschrank, werden 
zentrifugiert und zu den Sétzen kommen je 3 ccm Meerschweinchenserum 
als Komplement in der Verdiinnung 1: 10. 

Rohrchen I. Satz von I +- 3 com Komplement. 

Réhrchen II. Satz von II + 3 ccm Komplement. 

Réhrchen III. Satz von III + 3 cem Komplement. 

Réhrehen IV. Satz von IV + 3 ccm Komplement. 

Die Réhrchen I, II, III und IV bleiben nun 1 Stunde im Brut- 
schrank, werden dann zentrifugiert und von den Abgiissen folgende Ver- 
diinnungen hergestellt: 















































3 fach sensib. Resultat 
Nr, [AbguB von Ii 5°%/,igesHammel- | ooh 1 Std. 
blut - on0 
ecm ecm 
1 1,00 1 komplett 
2 0,50 1 stark 
3 0,25 1 0 ' 
; | Stach sensib. | poo 
Nr. AbguB von II) 5°/,iges Hammel- nach 1 Std. 
blut - ong 
bei 37 
ccm com 
1 100 | 1 komplett 
2 050 | 1 . 
3 0,25 1 - 
| 8 fach sensib. . mf 
. Resultat 
Nr, |Abgué vonIII) 5°/,iges Hammel- Pm Std. 
blut » ano 
bei 37 
ecm ecm 
1 1,00 1 komplett 
2 0,50 1 stark 
3 0,25 1 0 
| BS fach sensib. |p 
gan Resultat 
Abgu8 von IV ee he ag Std. 
- bei 37° 
ccm ecm 
1 100 | 1 komplett 
2 0,50 | 1 - 
3 0,25 1 - 
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Meerschwein- 3 fach sensib. Resultat 
Nr, |Chenserumals) 50/,igesHammel- | nach 1 Std. 
Komplement blut bei 37° 
ecm ccm 
1 1,00 1 komplett 
2 0,50 1 . 
3 0,25 1 - 








In den vorausgegangenen Versuchen wurden auBer Hammel- 
blutkérperchen auch Meerschweinchenblutkérperchen gepriift. Wir 
sehen, daB die mit Immunserum behandelten Hammelblutk6r- 
perchen deutlich starker Komplement binden als die Meer- 
schweinchenblutkérperchen. Auch dies spricht fiir eine spezi- 
fische Beeinflussung. 


Versuch 13. 


Hammelblut-, Affenblut- und Kaninchenblutkérperchen werden ge- 
waschen und dann je 5 ccm mit 10 ccm 96°/,igem Alkohol zusammen- 
gebracht. Dies wird 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen 
und 4mal in der Wasserzentrifuge gewaschen. 

Roébrchen I. 4ccm des mit Alkohol behandelten Hammelbluts +-2 ccm 
Immunserum in der Verdiinnung 1 : 10. 

Réhrchen II. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Affenbluts +- 2 ccm 
Immunserum. 

Réhrchen III. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Kaninchenbluts 
+ 2ccm Immunserum. 

Réhrchen IV. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Hammelbluts. 

Réhrehen V. 4 ccm natives Hammelblut + 2 ccm Immunserum. 

Réhrchen VI. 4 cem natives Affenblut + 2 ccm Immunserum. 

Réhrchen VII. 4 ccm natives Kaninchenblut + 2 ccm Immunserum. 

Diese Réhrchen kommen auf */, Stunde in den Brutschrank, werden 
zentrifugiert und von den Abgiissen folgende Verdiinnungen gemacht: 
































AbguB von Kom- | 5*/oiges Resultat 
Hammel- 
Nr. I plement blut nach 1 Std. 
bei 37° 
ccm com | ccm 
1 0,40 0,05 1 stark 
2 0,20 0,05 1 0 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 0,05 1 0 
AbguB von | Konm- os od Resultat 
Nr. II | plement ‘cos nach 1 Std. 
J i 0 
cm | cem | ccm bei 87 
1 0,40 005 | 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 stark 
3 0,04 0,05 1 0 
4 0,02 0,05 1 0 
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—— - a ———— 
AbguB von Kom- \. 10 188 Resultat 














Nr. III plement blut nach | Std. 
bei 37° 
ccm ecem | ecm 
1 040 | 0,05 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 stark 
8 004 | 005 | 1 0 
4 oe |. .0@...] 1 0 
FO/ ; 
AbguB von Kom- H ad —- Resultat 
Nr. V plement ay “| nach 1 Std. 
| = bei 37° 
ccm ccm ccm 
1 040 | 0,05 1 0 
2 0,20 | 0,05 1 0 
3 004 | 0,05 1 0 
4 002 | 0,05 1 0 





Abgu8 von} Kom- ae Bee Resultat 
Nr. VI | plement nach 1 Std. 





| 
| 
blut - ¢ 
cem | cem | ccm bei 37° 
1 0,40 0,05 =| 1 komplett 
2 0,20 0,05 ; 1 - 
3 0,04 0,05 1 stark 
4 0,02 005 | 1 0 





— ror ae 
AbguB von Kom- |, /038es Resultat 














. 
Nr. VII plement | Hammel nach 1 Std. 
| } blut bei 37° 
ecm ecm | ccm gulesis 
1 040 | 005 | 1 komplett 
2 020 | 005 | 1 - 
3 004 | 0,05 1 - 
4 002 ; 005 | 1 . 
Immun- Kom- ee Resultat 
Nr.| serum plement &*| nach 1 Std. 
| blut s ¢ 
bei 37° 
ccm ccm ccm 
0,40 0,05 1 komplett 
2 0,20 005 | 1 . 
3 0,04 005 | 1 ” 
4 0,02 0,05 | 1 - 





Zu den Satzen der behandelten Blutkérperchen kommt Meerschwein- 
chenserum als Komplement. 
Roéhrchen I. Satz von I +- 3 cem Komplement (immer in der Ver- 


diinnung 1 : 10). 
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Roéhbrchen II. 
“ III. 
- IV. 
~ V. 
* VI. 
» VII. 


G, Thorsch: 


Satz von II +- 3 cem Komplement. 


» » W+8 » 
» » IV+8 » 
» » V48 o 
» » VI48 » 


» » VIE+8 » 


Diese Réhrchen bleiben 1 Stunde im Brutschrank, werden darn 
zentrifugiert und von den Abgiissen folgende Verdiinnungen gemacht: 





“AbguB von | 3fach sensib. 


Resultat 















































. 5°/, iges 
Nr. I ‘Hammelblut | "40h 1 Std. 
ccm ccm = 
1 1,00 1 0 
2 0,50 1 0 
3 0,25 1 0 
AbguB von | 8fach sensib. | Resultat 
Nr. II Hammelblut | nach 1 Std. 
ccm ccm bei 37° 
1 1,00 1 stark 
2 0,50 1 wenig 
3 0,25 1 
AbguB von |3fachsensib.]| Resultat — 
Nr Ill | Hammelblut | nach 1 Std. 
ecm | ccm bei 37° 
1 1,00 1 komplett 
2 0,50 1 ” 
3 0,25 1 maBig 
| AbguB von |3fachsensib.| Resultat — 
Nr. IV |'Hammelblut | nach 1 Std 
ecm ecm bei 37° 
1 1,00 1 komplett 
2 0,50 1 ~ 
3 0,25 1 stark 
AbguB von | 3fach sensib.]| Resultat 
Nr. Hammelblut | nach 1 Std. 
ccm com bei 37° 
1 1,00 | 1 0 
2 0,50 1 0 
3 0,25 1 0 


q 
« 
a 
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AbguB von |3fachsensib.| Resultat 
Nr. VI | Hammelblut | nach 1 Std. 
com | ccm bei 37° 
1 1,00 1 komplett 
3 0,50 1 . 
3 0,25 | 1 stark 











| Abgu8 von 3 fach sensib.| Resultat 
|Hammelblut | nach 1 Std. 

















Nr. 
ecm | ccm bei 37° 
-—. ore == 
1 a 1,00 1 komplett 
2 0,50 1 - 
3 0,25 | 1 stark 











Kom lement | 3£#¢h sensib. a Resultat 
Nr. P ee nach 1 Std. 














ccm } ecm bei 37° 
1 1,00 1 komplett 
2 0,50 | 1 " 
3 0,25 1 ~ 


Hier wurden auBer Hammelblutkérperchen auch Affenblut- 
und Kaninchenblutkérperchen gepriift. Wir merken hier gegen- 
iiber den friiheren Versuchen eine Differenz insofern, als auch 
das Affenblut deutlich komplementbindend wirkt. Dies kann 
auf zweierlei Weise zu erkliren sein. Entweder bindet das 
Affenblut schon an sich Komplement oder es hat das Kaninchen- 
serum normalerweise komplementbindende Stoffe fiir Affenblut. 
Fir letzteres spricht die Tatsache, daB Kaninchenblutkérperchen, 
bei denen das zweite Moment keine Rolle spielen kann, auch 
nicht zur Komplementbindung befahigt sind. 


Versuch 14. 


Hammelblut-, Rinderblut-, Kaninchenblut- und Meerschweinchen- 
blutkérperchen werden gewaschen und je 5 ccm mit 10 ccm 96°/,igem 
Alkohol zusammengebracht, dies dann 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen und auf der Wasserzentrifuge 4mal zentrifugiert. 

Roéhrehen I. 4 com des mit Alkohol behandelten Hammelbluts 
-+ 2 ccm Immunserum in der Verdiinnung 1 : 10. 

Réhrchen II. 4 ccm des mit Alkohol behandelten Hammelbluts. 

Réhrchen III. 4 com des mit Alkohol behandelten Rinderbluts 
+ 2 ccm Immunserum. 
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Réhrehen IV. 4 com des mit Alkohol behandelten Kaninchenbluts 
-+- 2 ccm Immunserum. 

Réhrchen V. 4ccm des mit Alkohol behandelten Meerschweinchen- 
bluts +- 2 com Immunserum. 

Réhrchen VI. 4 ccm natives Hammelblut + 2 ccm Immunserum. 

Réhrehen VII. 4 ccm natives Rinderblut + 2 com Immunserum. 

Roéhbrchen VIII. 4 ccm natives Kaninchenblut -+- 2 com Immunserum. 

Rébrchen IX. 4 ccm natives Meerschweinchenserum -+ 2 ccm Im- 
munserum. 

Die Réhrehen kommen fiir '/, Stunde in den Brutschrank, werden 
zentrifugiert und von den Abgiissen folgende Verdiinnungen gemacht: 





~ se . A, a ee 

AbguB von Kom- = Men ot 
I plement | blut 

cem com com | 


0,40 0,05 | 
0,20 0,05 | 
0,04 0,05 | 
0,02 | 0,05 














Abgu8 von Kom- 5 loiges 
III plement blut 


ccm 


ccm ccm 


0,40 0,05 
0,20 0,05 
0,04 0,05 
0,02 0,05 








| 
| 
T 
| 




















Abgu8 von | Kom- 
IV 


plement 
ccm ccm 


0,40 | 0,05 
0,20 | 0,05 








0,04 0,05 
0,02 0,05 








AbguB von | Kom- 
V | plement 


ccm | ccm 





0,40 0,05 
0,20 | 0,05 
0,04 0,05 
0,02 0,05 
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5°/, iges 


Resultat 




































































AbguB von Kom- ha ae 
Nr. VI | plement blut nach 1 Std. 
| bei 37° 
ccm ccm ecm 
1 040 | 005 | 1 0 
2 020 | 0,05 1 0 
3 0,04 | 0,05 1 0 
4 002 | 0,05 1 0 
AbguB von | Kom- | ha a Resultat 
Nr Vil plement | amme"} nach 1 Std. 
| blut bei 37° 
em | ccm | ccm a => 
1 040 | 0,05 1 komplett 
2 020 | 0,05 1 * 
3 0,04 0,05 | 1 stark 
4 0,02 0,05 1 wenig 
AbguB von | Kom- ae Resultat 
Nr VIII plement (“"; nach 1 Std. 
| blut + 
| bei 37° 
com | ccm | ccm 
1 040 | 005 | 1 komplett 
; 4 | en | : fast — 
é , | ,05 star 
4} oo2 | 005 | 1 0 
“ar 7 TE ca dent et oe ments 
AbguB von Kom- = og Resultat 
Nr. 2 plement +1 nach 1 Std. 
ut : 
t bei 37° 
ccm ccm ccm 
1 0,40 | 0,05 1 komplett 
2 020 | 0,05 1 : 
3 Se ge OS ee Spur 
4 0,02 | O05 | 1 0 
Immun- Kom- ——— Resultat 
Nr serum | plement bl ' nach 1 Std. 
bei 37° 
ecm ccm ecm 
1 £ 0,40 0,05 1 komplett 
2 0,20 0,05 1 ” 
3 | 0,04 00 | 1 stark 
4 0,02 0,05 1 Spur 


Zu den Sitzen der behandelten Blutkérperchen kommt Meer- 
schweinchenserum als Komplement. 


Rohrchen I. 
Verdiinnung 1: 10.) 


Satz von I-++-3 com Komplement. 


(Immer in der 








o_. 
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Réhrchen II. Satz von II1+ 3 ccm Komplement. 


> ML « ‘« M48 « 
oe Reco + WAD 
. = « o ChB 
o VM « - oFdbt@ 
» VR ss céRbed ss 
» WR « «ee . 
> Bh « -« E48 » 


Diese Réhrchen kommen 1 Stunde in den Brutschrank, werden 
zentrifugiert und von den Abgiissen folgende Verdiinnungen gemacht: 



























































AbguB von 3fach sensibilis.}  Resultat 
Nr. I '5°/yig-Hammelbl.| nach 1 Std. 
| com | "com bei 7 
i] 10 | 1 0 
2 0,50 1 0 
3 0,25 ] 0 
a | Abgus von | 3fach sensibilis. Resultat 
Nr. II | Hammelblut nach 1 Std. 
_ |. 7 ccm bei 37° 
1 1,00 | | komplett 
2 0,50 1 - 
3 0,25 1 fast komplett 
| AbguB von | Sensibilisiertes | Resultat 
Nr. Ill ; Hammelblut nach 1 Std. 
i Se com bei 37° 
1 1,00 1 stark 
2 0,50 | ! 
3 0,25 1 0 
AbguB von | Sensibilisiertes | Resultat 
Nr. IV Hammelblut nach 1 Std. 
ecm ecm bei 37° , 
= ké 
1 1,00 1 komplett K 
2 0,50 1 fast komplett 
3 0,25 1 stark cl 
B 
| AbguB von | Sensibilisiertes |  Resultat bi 
Nr. V | -Hammelblut | nach 1 Std. ve 
8s ecm bei 37° di 
1 100 | 1 komplett D 
2 0,50 1 stark . 
3 0,25 1 0 ” 
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AbguB von | Sensibilisiertes Resultat 
Nr. VI | Hammelblut nach 1 Std. 
ecm ecm | bei 37° 
1 100 | 1 | 0 
2 0,50 1 0 
3 0,25 1 Q 
ae Abgu8 von | Sensibilisiertes Resultat 
Nr. VII | Hammelblut nach | Std. 
a So ee ea 
1 1,00 l 0 
2 0,50 | 1 0 
3 025 | 1 0 
¥ | AbguB von | Sensibilisiertes Resultat 
Nr. Vill | Hammelblut nach 1 Std. 
ee ee ee 
| 1,00 1 komplett 
2 0,50 1 fast komplett 
3 0,25 1 stark 
AbguB von | Sensibilisiertes Resultat 
Nr. IX | Hammelblut nach | Std. ’ 
cm | ccm bei 37° 
1 1,00 1 komplett 
2 0,50 1 stark 
3 0,25 | l 0 
ey: “tana Sensibilisiertes 7 Resultat ; 
Nr. - Hammelblut nach 1 Std. 
cem com bei 37° 
1 1,00 | I komplett 
2 0,50 1 - 
3 0,25 1 fast komplett 








Der vorangehende Versuch lehrt, daB sich Rinderblut- 
kérperchen und Meerschweinchenblutkérperchen beziiglich der 
Komplementbindung ahnlich verhalten wie Hammelblutkérper- 
chen. Dies deutet darauf hin, daB méglicherweise gegen diese 
Blutkérperchen normalerweise im Kaninchenserum komplement- 
bindende Stoffe vorhanden sind, was ja nicht ohne weiteres 
von der Hand zu weisen ist, zumal das Kaninchenserum gegen 
diese Blutkérperchen normalerweise auch Himolysine enthilt. 
Dafiir spricht die Tatsache, daB die Kaninchenblutkérperchen 
sich glatt negativ verhalten. 
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Beziiglich der Komplementbindungsversuche durch die 
Blutkérperchenbodensitze ist noch folgendes zu bemerken. Es 
ist selbstverstiindlich, daB die mit Immunserum behandelten 
Bodensiitze der nativen Blutkérperchen durch den Komplement- 
zusatz aufgelést werden, so daB die Abgiisse dunkelrot er- 
scheinen. Da die Abgiisse kein Komplement enthalten, kénnte 
ja daran liegen, daB durch die Hamolyse ein Komplement- 
verbrauch stattgefunden hat. Nun wissen wir aber durch Ver- 
suche von Liefmann und Cohn, ferner durch Bail und 
Suzuki, daB durch die Hamolyse ein Komplementverbrauch 
nicht stattfindet, sondern daB der Komplementverlust durch 
sekundire Vorgiinge (Methimolyse, Bail) insbesondere durch 
Komplementbindung bedingt ist. Da® der Komplementbindung 
in der Tat die ausschlaggebende Rolle zukommt, ersehen wir 
daraus, daB die mit Alkohol behandelten Blutkérperchen nach 
dem Kontakt mit Immunserum, ohne aufgelést zu werden, 
stark komplementbindend wirken. 

Unsere Versuche liefern auch einen Beitrag zu der Frage, 
ob die hamolytischen Amboceptoren mit den komplement- 
bindenden Antikérpern identisch sind. Wir konnten namlich 
mit hiaimolytischen Immunseris, die durch einmalige Injektion 
von Blutkérperchen hergestellt waren und reichlich Hamolysine 
aufwiesen, keine Komplementbindung erzielen. Bei diesen 
Immunseris wirkten weder die mit Alkohol behandelten sensi- 
bilisierten Bodensitze noch die nativen, trotzdem bei den 
letzteren Hiamolyse durch den Komplementzusatz eintrat, 
komplementbindend. Es ist demnach zu Komplementbindungs- 
versuchen mit Blutkérperchen nétig, nur solche Immunsera zu 
benutzen, die von Tieren stammen, die eine intensivere Vor- 
behandlung durchgemacht haben und komplementbindende Anti- 
kérper besitzen. Es ist hier Abnlich wie bei manchen Bakterien- 
stimmen, bei denen komplementbindende Antikérper ebenfalls 
nur nach stirkerer Behandlung der Tiere auftreten, wahrend 
lytische Antikérper viel leichter entstehen. 

Diese Versuche haben also ergeben, daB der Alkohol die 
meisten roten Blutkérperchen derart beeinfluBt, daB sie befahigt 
werden, in unspezifischer Weise hamolytische Amboceptoren zu 
adsorbieren. Es kann demnach nicht mit Sicherheit behauptet 
werden, ob die Alkohol-Hammelblutkérperchen in spezifischer 
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oder unspezifischer Weise die Hammelbluthimolysine binden. 
Infolge des Erhaltenbleibens ihrer antigenen Fiahigkeit sollte 
man auch ein Intaktsein ihrer haptophoren Gruppen annehmen, 
dies um so mehr, als sich zeigen lieB, daB die Alkohol-Hammel- 
blutk6rperchen in spezifischer Weise mit den komplement- 
bindenden Antikérpern in Reaktion treten. Es sollten sich 
nun, dieser Feststellung entsprechend, die osmierten Blut- 
kérperchen insofern anders verhalten, als bei ihnen, infolge des 
Fehlens der antigenen Eigenschaft, auch die Reaktionsfahigkeit 
fiir Komplementbindung verloren gegangen sein miiBte. Dies 
sowie analoge Untersuchungen bei Bakterien soll den Gegen- 
stand weiterer Versuche bilden. 








Uber den stickstoffhaltigen Bestandteil des Kephalins. 


Von 
Montague H. Renall (Cardiff). 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu StraBburg i. E.) 
(Eingegangen am 4. August 1913.) 


Wihrend Thudichum’) bei der Untersuchung von Kephalin 
aus Menschengehirn durch Hydrolyse Cholin und eine andere 
Base, wahrscheinlich Oxithylamin fand, gab Cousin’) an, nur 
Cholin im Rinderhirn-Kephalin gefunden zu haben; W. Koch*) 
fand im Kephalin aus Schafshirn eine am Stickstoff gebundene 
Methylgruppe, Frankel und Neubauer‘) behaupteten das- 
selbe fiir das Kephalin aus Menschenhirn. 

Als nun vor kurzer Zeit A. Baumann®) in diesem Institut 
gefunden hatte, daB im Kephalin aus Menschenhirn nur eine 
primaire Base, das Oxithylamin, enthalten ist, konnte aus 
diesem Befund noch nicht geschlossen werden, ob dieser Be- 
standteil dem Kephalin allgemein zukomme; er stand im Wider- 
spruch mit den Angaben Cousins und Kochs, die sich auf 
das Kephalin aus Schaf- und Rinderhirn bezogen. Wir setzten 
deshalb die Untersuchung der stickstoffhaltigen Bestandteile an 
Kephalinpraparaten fort, welche aus dem Gehirn von Schafen 
und Rindern dargestellt waren. 

Wir bedienten uns bei der Darstellung eines Verfahrens, 
das wir hier kurz beschreiben wollen, da es erméglicht, in ver- 
haltnismaBig kurzer Zeit sehr reines Kepalin darzustellen. Die 


’) Thudichum, Die chemische Konstitution des Gehirns der Men- 
schen und der Tiere. Tiibingen 1901. S. 145 ff. 

*) Journ. de Pharm. et de Chim. (6) 25, 177, 1907. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 136, 1902. 

*) Diese Zeitschr. 21, 332 bis 334, 1909. 

5) Diese Zeitschr. 54, 30, 1913. 
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Gehirne der Tiere wurden ganz frisch vom Schlachthof bezogen, 
von Hauten und Blut oberflachlich gereinigt, auf einer Schlemm- 
miihle zwischen Porzellansteinen fein zermahlen, dann direkt 
in die dreifache Menge Aceton eingetragen und damit geschiittelt; 
nach einem Tage wurde der Riickstand abgesaugt und wieder 
in die dreifache Menge frischen Acetons eingebracht, nach Ver- 
lauf eines weiteren Tages wieder abgesaugt und mit der andert- 
halbfachen Menge kalten Alkokols einige Stunden lang ge- 
schiittelt. Dann wurde das abgesaugte Gehirnmaterial direkt 
in Petrolither eingetragen und zweimal mit der dreifachen 
Menge (auf das urspriingliche Gewicht des feuchten Gehirns 
bezogen) leichtsiedenden Petroliathers in der Kalte unter Schiitteln 
extrahiert. Bei dieser Behandlung kommt man um die lang- 
wierige Trocknung des geharteten Gehirns im Vakuum herum, 
umgeht auch die beim Trocknen im Luftstrom unvermeidliche 
langere Beriihrung mit Luft; auBerdem backen dabei die Ge- 
hirnbrocken nicht zusammen und werden vom Extraktions- 
mittel vorziiglich durchdrungen und ausgezogen. Der petrol- 
aitherische Extrakt des Schafshirn-Kephalins ist wasserklar und 
farblos, der aus Rindergehirn goldgelb. 

Die petrolitherischen Extrakte wurden im Kohlensaure- 
strom eingeengt und durch Eintropfen in Alkohol gefallt: das 
Kephalin fiel als weiBe feste Masse aus. Da die Analyse einen 
Gehalt an Cerebrosiden ergab, wurde das Kephalin in Ather 
gelést, vom Riickstand abzentrifugiert, dann wieder mit Alkohol 
gefallt. Dann wurde das Priparat (30g) in etwa 500 ccm 
Wasser gelést und nach Thudichum’) mit verdiinnter Salz- 
siure gefallt; die Salzsiure (normal) wurde in Portionen von 
10 ccm eingetragen, bis eine sich gut absetzende, kasige Fallung 
entstanden war; dazu wurden 80 ccm der Saéure verbraucht. 
Die Fallung wurde abzentrifugiert und nach dem Vorgang von 
Neubauer’) mit Aceton gehartet. 

Nach der Trocknung im Vakuumexsiccator wurde das Pra- 
parat mit Ather aufgenommen; nach der vorangegangenen Be- 
handlung lassen sich dann die Cerebroside, die vorher mit dem 
Kephalin in die atherische Lisung gingen, durch Ather exakt 


entfernen. Nach Abzentrifugieren des Riickstandes wurde die 





1) a. a. O. 
2) Diese Zeitschr. 21, 332, 1909. 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 
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Lésung stark eingeengt und mit Aceton ausgefallt, dann im 
Vakuum getrocknet. 

Wahrend der ganzen Behandlung wurde die Berihrung 
der Lésungen mit Luft, sowie das Stehen im Licht tunlichst 
vermieden. 

Wir méchten bemerken, daB das mit Salzsiure aus was- 
seriger Lésung unter den hier beschriebenen Bedingungen ge- 
fillte Kephalin keine Salzsiure enthilt. Das Praparat lést sich 
in reinem Wasser sofort auf und wird durch Saure wieder ge- 
fallt. Wir lésten eine gewogene Probe im Wasser, fallten sie 
mit Salpetersiure, brachten durch Kochen die Fallung zum 
Zusammenschmelzen und titrierten das Chlor in der (mit etwas 
Taleum geklarten) wisserigen Lésung nach Volhard: es ergab 
sich kein Chlorgehalt. 

Die Angabe von Frankel und Neubauer’), nach der das 
mit Salzsaiure aus wasseriger Losung gefallte Kephalin in Alkohol 
léslich sein soll, kénnen wir nicht bestatigen; unser Praparat 
war in Alkohol unléslich und lieB sich durch dieses Fallungs- 
mittel aus der atherischen Lésung fallen. 

1. Analyse des Kephalins aus Rinderhirn: 

Phosphor: 0,4559 g: 0,0637 g Mg,P,O, = 3,56°/,. 
Stickstoff (Mikro-Dumas): 
19,005 mg (30°; 748 mm): 0,303 ccm N, = 1,69°/, N 
P:N=—1:1,04. 

2. Analyse des Kephalins aus Schafshirn: 

0,1473 g:0,0226 g Mg,P,0, = 4,27°/, 

28,086 mg (26°; 756 mm): 0,491 ccm N, = 1,92°/, N 

P:N=—1:0,995. 


Uber die Natur der im Kephalin enthaltenen Base gaben 
uns vergleichende Bestimmungen des Gesamtstickstoffs und 
des primiren Stickstoffs in dem unverinderten Kephalin, sowie 
in dessen Hydrolyseprodukten Aufschlu8. 

8. 0,5178 g Rinderhirn-Kephalin wurden unter Zusatz einiger 
Tropfen Natronlauge in Wasser gelést und auf 25 ccm ver- 
diinnt. 10ccm der Lésung (0,259 g) gaben bei einer Bestim- 
mung nach van Slyke bei 

756mm und 23°: 6,35 cem N, = 1,37°/, N. 


) a. a. O. 
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4. 3,04g Rinderhirn-Kephalin wurden in 100 com Wasser 
gelést und mit 20 ccm konz. Schwefelséure in 100 com Wasser 
versetzt. Die Hydrolyse vollzog sich bei 56° unter fortwah- 
rendem Riihren wahrend 36 Stunden. Nach Abfiltrieren der 
Fettsiuren wurde die Schwefelséure mit Baryt und Chlorbarium 
entfernt, abgedampft, iiberschiissiges Chlorbarium mit Alkohol 
gefallt, eingeengt und auf 50 ccm gebracht. Von dieser Losung 
verbrauchen 10 ccm nach Kjeldahl 

5,9 cem 0,1 n-Saure, 


entsprechend 41,25 mg N in in der gesamten Lésung. 


Es geben 10ccm nach van Slyke 
bei 21° und 756mm: 12,6ccm N, 7,1 mg N 


entsprechend 35,5 mg N fiir die Gesamtmenge der Lésung. 


In der Lésung der Hydrolyseprodukte des Rinderhirn- 
Kephalins sind sonach 87°/, des Gesamtstickstoffs als primarer 
Aminostickstoff nachweisbar. 

30 ccm der hydrolysierten Lésung wurden, wie in der 
Arbeit von Baumann’) beschrieben wurde, auf das Goldsalz 
der Base verarbeitet. Es wurde eine kleine Menge der charak- 
teristischen Oxiithylamin-Chlorauratkrystalle gewonnen, die durch 
ihren Schmelzpunkt (186°) und eine Mischprobe mit dem syn- 
thetischen Chloraurat identifiziert wurden. 

5. 1,7 g Schafshirn-Kephalin wurden in der gleichen Weise 
wie das Praiparat aus Rinderhirn hydrolysiert; die wasserige 
Lésung der Hydrolyseprodukte wurde auf 25 ccm gebracht. 

Bestimmung nach Kjeldahl: 

5 cem der Lésung verbrauchen 

2,8 ccm 0,1 n-Saure, 
entsprechend 19,6 mg N in der Gesamtmenge. 


Bestimmung nach van Slyke: 
10 ccm Lésung geben (759 mm und 23°) 
13,6 com N,, 


entsprechend 19,0 mg N in der Gesamtmenge. 


*) Diese Zeitschr. 54, 30, 1913. 
20* 
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Es wurden also in den Produkten der Hydrolyse von 
Schafshirn-Kephalin 97,5°/, des Gesamtstickstoffs als primarer 
Aminostickstoff gefunden. 

6. 0,5778 g Schafshirn-Kephalin wurden wie in Versuch 3 
in 25 ccm gelést und 10 ccm dieser Lésung einer Bestimmung 
nach van Slyke unterworfen. 

0,2311 g (755 mm 25%: 6,7 com N,=1,6°/, N. 

7. Bei Versuchen, Methylimid und Kephalin aus Rinder- 
hirn zu bestimmen, erhielten wir eine Ausscheidung von Jod- 
silber, noch bevor die Jodwasserstoffsiure aus dem Kélbchen 
destilliert war; dann bei Erhitzung auf sehr hohe Temperatur 
(360°) eine Ausscheidung von Jodsilber, die niedriger war als 
dem Verhiltnis N:CH,=— 1:1 entsprechen konnte. Was diese 
Bildung von Jodalkylen bedeutet, ob sie etwa durch Zersetzung 
des Glycerins oder des Oxiathylamins zustande kommt, kénnen 
wir nicht sagen. 


Zusammenfassung. 
Das Kephalin aus Schaf- und Rindergehirn enthilt — 
ebenso wie das aus Menschengehirn gewonnene — den Stick- 


stoff in Form einer primairen Aminobase; im Rindergehirn- 
Kephalin wird Aminoathylalkohol nachgewiesen. Wir halten 
diese Base fiir einen charakteristischen Bestandteil des Ke- 


phalins. 
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Uber den Abbau des Phenylalanins im tierischen 
Organismus. 


Von 


Gustav Embden und Karl Baldes. 
(Aus dem Stadtischen chemisch-physiologischen Institut, Frankfurt a. M.) 
(Eingegangen am 4. August 1913.) 


Nachdem durch friihere Untersuchungen’) gezeigt worden 
war, daB der Abbau der Aminosaéuren im Tierkérper unter 
Bildung der um ein Kohienstoff armeren Fettsiuren erfolgt, 
gelang es O. Neubauer’), den Chemismus dieser Umwandlung 
in weitgehender Weise aufzukliren. 

Dieser Forscher konnte namlich dartun, daB die Abspaltung 
der Aminogruppe vom a-Kohlenstoffatom unter gleichzeitiger 
Oxydation dieses C-Atoms zur Carbonylgruppe erfolgt nach 
der Bruttoformel XCHNH,COOH -+- O = XCOCOOH -+- NH,. 

Neubauer gelangte zu dieser Erkenntnis durch Beobach- 
tungen an aromatisch substituierten Aminoséuren, und zwar 
zum Teil an der Phenylaminoessigsiure C,H,CHNH,COOH, 
deren aromatischer Kern auch im normalen Tierkérper nicht 
verbrennlich ist, zum Teil durch Untersuchungen iiber das Ver- 
halten des Tyrosins und verschiedener Derivate desselben bei 
der Alkaptonurie. 

Wir wollen hier nur auf die letzteren Untersuchungen 
eingehen. 

Bereits Baumann und Wolkow hatten gezeigt, daB Ver- 
abreichung von Tyrosin an Alkaptonuriker eine Steigerung der 
Homogentisinsiureausscheidung bedingt, und Falta und Lang- 


1) Embden, Salomon und Schmidt, Beitrige z. chem. Physiol. 
u. Pathol. 8, 140, 1906. — Baer und L. Blum, Arch. f. experim. Pathol. 
u. Pharmakol. 55, 89, 1906. 

*) O. Neubauer, Arch. f. klin. Med. 95, 211, 1909. 








302 G. Embden und K. Baldes: 


stein') konnten dartun, da8 Phenylanalin dieselbe Wirkung 
ausiibt. Neubauer und Falta*) erkannten dann, daB alle 
diejenigen aromatisch-substituierten Sauren, deren Kern im 
normalen Organismus leicht verbrennbar ist, bei der Alkapto- 
nurie in Homogentisinsiure iibergehen. 

Sie betrachten die Homogentisinséiure als ein normales 
intermediares Stoffwechselprodukt, dessen Abbau eben bei der 
Alkaptonurie gestért ist. Diese Autoren zeigten unter anderem, 
daB Phenyl-a-Milchséure, die den Phenylalanin entsprechende 
a-Oxysaure und in héherem Grade noch Phenylbrenztraubensaure, 
die dem Phenylalanin entsprechende Ketosaiure, vom Alkapto- 
nuriker in Homogentisinsiure umgewandelt werden. Beide 
Siuren sind dementsprechend im normalen Organismus total 
verbrennbar*). 

Hiervon abweichend ist nun, wie O. Neubauer zeigte, das 
Verhalten der entsprechenden Tyrosinderivate. Wiahrend die 
Ketosiure (Paraoxyphenylbrenztraubensaure) die Homogentisin- 
siureausscheidung stark zu steigern vermag, ist die Oxysaure 
(Paraoxyphenyl-a-Milchséure) ohne Einwirkung auf deren Umfang. 

Aus diesen Versuchen im Verein mit den an anderen aro- 
matischen Substanzen vorgenommenen zieht Neubauer den 
SchluB, daB die «-Ketosiuren die ersten nach der Desaminie- 
rung der g-Aminosauren auftretenden Substanzen sind. Etwa 
auftretende q-Oxysiuren sind nur als sekundire Reduktions- 
produkte der Ketoséuren aufzufassen. 

Embden, Salomon und Schmidt‘) konnten dartun, daB 

diejenigen aromatischen Substanzen, deren Kern im normalen 
Organismus total verbrennlich ist, und die dementsprechend 
| bei der Alkaptonurie in Homogentisinsiure umgewandelt werden, 
lebenso wie die letztere Substanz selbst bei der kiinstlichen 
' Durchblutung der Hundeleber Aceton (richtiger Acetessigsiure) 
bilden. Dementsprechend tritt vermehrte Acetessigsiurebildung 


1) W. Falta und L. Langstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 
513, 1902/03. 

*) O. Neubauer und W. Falta, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 
81, 1904. 

*) Siehe auch F. Knoop, Der Abbau aromatischer Fettséuren im 
Tierkérper. Freiburg 1904. 

*) Embden, Salomon und Schmidt, 1. c. S. 148 ff. 
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bei der Durchstrémung mit Tyrosin, Phenylalanin und Phenyl- 
a-Milchsaure auf. 

Neubauer und GroB'’) und unabhingig davon Schmitz?) 
zeigten, daB ganz entsprechend den eben erwahnten, Befunden 
Neubauers bei der Alkaptonurie die Paraoxyphenyl-c-Milch- 
siure ohne merklichen Einflu8 auf den Umfang der Acetessig- 
siurebildung in der Leber ist, wihrend die Paraoxypheny]l- 
brenztraubensiure in ganz besonders hohem MaBe die Acet- 
essigsiurebildung in der kiinstlich durchbluteten Leber zu 
steigern vermag. 

I. 

Die Einwirkung der Phenylbrenztraubensiure, der dem 
Phenylalanin entsprechenden Ketosiure, auf die Acetessigsaiure- 
bildung in der Leber ist bisher nicht untersucht worden. 

Da diese Substanz aber im normalen Organismus total 
verbrennlich ist*) und bei der Alkaptonurie in besonders hohem 
MaBe Homogentisinsaiure bildet, erschien es uns von vornherein 
als héchst wahrscheinlich, daB die Phenylbrenztraubensaure 
auch den Acetessigséiurebildnern zuzurechnen sei, und es war 
wesentlich der Wunsch nach einer gewissen systematischen 
Volistandigkeit, der uns zu Durchblutungsversuchen unter Phe- 
nylbrenztraubensaurezusatz veranlaBte. 

Die Technik unserer Versuche war ganz die friher geiibte. 
In allen Versuchen, bei denen nicht ausdriicklich anderes ver- 
merkt ist, wurde die Durchstrémung mit 1600 ccm defibrinier- 
tem Rinderblut vorgenommen. Sobald die Durchblutung in 
vollem Gange war, erfolgte der Zusatz der Substanz. 

Die schmelzpurktreine Phenylbrenztraubenséure wurde in wenig 
Wasser suspendiert und unter Vermeiden vom staérkeren Erwairmen durch 
Ammoniakzusatz — in einigen spateren Versuchen durch Natronlauge — 
in Lésung gebracht. Die Menge Ammoniak wurde so gewiahlt, daB 
blaues Lackmuspapier eben nicht mehr gerétet wurde. 

Vom Augenblick des Zusatzes der Substanz zum Durch- 
blutungsblute an dauerte der Versuch noch 60 Minuten. 

Die Acetonbestimmungen an je 500 ccm des nach Schenck 


1) 0. Neubauer und W. GroB, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 
219, 1910. 

*) E. Schmitz, diese Zeitschr. 28, 117, 1910. 

%) F. Knoop, a. a. O. S. 36. 
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gewonnenen Filtrats geschah ganz in der friiher geschilderten 
Weise. Auch an dem Blut vor der Durchblutung (Blut A) 
wurden Acetonbestimmungen vorgenommen und, wie friher, 
der so gewonnene Wert von dem am Blut nach der Durch- 
blutung (Blut B) erhaltenen abgezogen. 

Da Phenylbrenztraubensiure mit Wasserdampf fliichtig ist 
und Jod bindet, wurde das erste bei saurer Reaktion gewonnene 
Destillat stets bei alkalischer Reaktion redestilliert und erst 
an diesem zweiten Destillat die Titration nach Messinger- 
Huppert vorgenommen. Aus der so erhaltenen Differenz 
wurde die Acetonbildung pro Liter Durchblutungsblut berechnet. 
Wir nahmen auch hier zum Zwecke unmittelbaren Vergleichs 
mit unseren friiheren Versuchen die Umrechnung auf Aceton 
und nicht auf Acetessigsiure vor, die ja dem Aceton gegen- 
iiber im Durchblutungsblut weit iiberwiegt. 

Die Durchstrémungsversuche mit Phenylbrenztraubensaure 
sind in Tabelle I niedergelegt, aus der auch die Einzelheiten 
der Versuchsanordnung, soweit sie nicht bereits eben erwahnt 
wurden, hervorgehen. 

















Tabelle I. 
Nr. | Gewicht Gewicht Dem Durchblutungs- ta 
des des der blut zugefiibrte ee eS Bemerkungen 
Ver- | Hundes' Leber seatemenhial 
suchs Substanz ‘ey 
kg aod | mg 
1 6,5 | 180 |2gPhenylbrenztrauben- 81 
siure mit Ammoniak 
neutralisiert in wenig 
Wasser 
2 7,5 185 Dasselbe 23 
9,8 210 Dasselbe 42 
: Die Subst. wurde 
4 115 | 440 Dasselbe 36 phi i 
tungsblut all- 
mihlich trop- 
fenweise hin- 
zugefiigt. 
5 9,0 | 190 |3gPhenylbrenztrauben-- 22 
saure mit Ammoniak 
neutralisiert 
6 5,0 | 145 |5gPhenylbrenztrauben-| 36 
saure mit Ammoniak 
neutralisiert 
7 6,0 120 Dasselbe | 32 
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Aus der Tabelle ist die Acetonbildung pro Liter des an- 
gewandten Durchblutungsbluts ersichtlich. In 6 von 7 Ver- 
suchen mit 2 bis 5 g Phenylbrenztraubensaure zeigte sich wider 
Erwarten, daB Phenylbrenztraubenséure den Umfang der Acet- 
essigsiurebildung in der durchbluteten Leber nicht oder nicht 
merklich steigerte, wahrend in einem Versuche (Tabelle I, Ver- 
such 3) eine eben deutliche Steigerung der Acetessigsiurebildung 
gegeniiber Leerversuchen erkennbar ist. 

In friiheren Versuchen hatte sich auBer d-l-Phenylalanin 
auch die d-l-Phenyl-c-Milchsiure als Acetessigsiurebildner er- 
wiesen (Embden, Salomon und Schmidt, 1. c.). 

Das Verhalten der sich vom Phenylalanin ab- 
leitenden Ketosaiure und Oxysaure beziiglich der Acet- 
essigsiurebildung in der isolierten Leber ist also dem 
der entsprechenden Derivate des Tyrosins gerade ent- 
gegengesetzt. 

Die Unfahigkeit der Phenylbrenztraubensiure, Acetessig- 
sdure zu bilden, erschien uns um so auffalliger, als unter 
nahezu den gleichen Bedingungen friiher vorgenommene Durch- 
blutungsversuche mit phenylbrenztraubensaurem Ammoniak zur 
Bildung nicht ganz geringer Mengen Phenylalanin’) und Phenyl- 
a-Milchsiure*) gefiihrt hatten, also zur Bildung zweier Sub- 
stanzen, die zweifellos in der durchbluteten Leber unter Auf- 
treten von Acetessigsiure abgebaut werden kénnen. Diese 
Tatsache muBte den Gedanken nahelegen, daB Phenylbrenz- 
traubensiure in der durchbluteten Leber nicht nur selber keine 
Acetessigsiure bildet, sondern auch die Acetessigsiurebildung 
aus anderen Substanzen, in erster Linie aus Phenylalanin, zu 
hindern vermag. 

Das ist nun in der Tat der Fall, wie aus den Versuchen 
8 bis 12 der Tabelle II hervorgeht. 

Nur in einem dieser 4 Versuche (Versuch 9) ist die 
Acetessigsiurebildung trotz Zusatz von d-l-Phenylalanin neben 
Phenylbrenztraubensiure merklich gréBer als in Leerversuchen 
wahrend bei Durchblutung unter ausschlieBlichem Zusatz von 
Phenylalanin die Angabe von Embden, Salomon und 
Schmidt, daB diese Substanz ein starker Acetessigsdure- 


*) G. Embden und E. Schmitz, diese Zeitschr. 29, 423, 1910. 
*) Noch nicht veréffentlichte Beobachtungen. 
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bildner ist, durchaus bestatigt wurde (Tabelie II, Versuche 12 
bis 15, Acetonbildung pro Liter 84 bis 147 mg). 














. Tabelle II. 
ee wand |_Gebildete 
Nr. — — Dem Durchblutungs- bere» a 
0 
— H d ol blut zugesetzte Durch- Bemerkungen 
er- undes Subst blutungsblut} 
suchs u anzen 
= mg 
8 7.0 | 195 |(2@ Phenylbrenztraubensdure 34 
‘ . mit Ammonigk neutralisiert, 
2g d-l-Phenylalanin 
9 80 | 200 Wie in Versuch 8 46 
10 11.0 277 + |5@ Phenylbrenztraubensdure 26 Die Durchstrémung geschah mit 
, | mit Natronlauge neutrali- Hundeblut, dem 1/, seines Vo- 
jsiert, 5g d-l-Phenylalanin in lumens an Ringerlésung hinzu- 
150 ccm Ringerlésung gefiigt war. Menge der Durch- 
| stromungsfliissigkeit 1600 ccm. 
In Versuch 10 wurde eine Ace- 
} tonbestimmung vor der Durch- 
| blutung nicht ausgefiihrt, son- 
dern fiir das Blut A ein normaler 
ll 8,0 195 Wie im vorigen Versuch 15 ScIng ES engenemmen. 
12 5,5 180 2g d-l-Phenylalanin +? ie me 
13 5,5 115 1,3 g d-I-Phenylalanin 1% — 
14 6,8 | 186 | 4@ d-l-Phenylalanin in 87 —f Die Durchstrémungsfitissigkeit 
120cem Ringerlésung war die gleiche wie in den Ver- 
} suchen 10 und 11. 
15 6,4 937 5g d-l-Phenylalanin in 147 ~— | Die Durchstrémungsfilissigke it 
150 ccm Ringerlésung war die gleiche wie in den 
Versuchen 10 und 11. 
7 950 | 2g 1-Tyrosin. 2g Phenyl- 40 > 
16 7,5 0 | brenztraubensdure mit NH, 
| } neutralisiert. 
60 | 2 12g d-l-Leucin. 2g Phenyl- 52 
17 0 00 | brenztraubensiure mit NH, 
neutralisiert, in physiologi- 
scher Kochsalzlésung 
18 5,5 180 | Wie im vorigen Versuch 31 
19 7,0 | 160 | Dasselbe 40 
20 9,0 | 230 2g d-l-Leucin in 140 ccm 102 ~ 














zeitigen Zusatz 














| Kochsalzlésung von 0,85°/, 





Ebenso wie die Acetessigsiurebildung aus d-l-Phenylalanin 
wurde die an sich noch stiarkere aus |-Tyrosin durch gleich- 


von Phenylbrenztraubensaure 


zum Durch- 


blutungsblute nahezu véllig verhindert (Tabelle II, Versuch 16). 

Die Versuche 10 und 11 unter gleichzeitigem Zusatz von 
Phenylbrenztraubenséure und Phenylalanin wurden aus weiter 
unten zu erérterernden Griinden ebenso wie die Versuche 14 
und 15 (Zusatz von d-l-Phenylalanin allein) unter Verwendung 
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von Hundeblut, das mit */, seines Volumens Ringerlésung ver- 
diinnt war, angestellt. 

Nicht ganz so eindeutig sind die Ergebnisse dreier Ver- 
suche mit Phenylbrenztraubensaéure und d-l-Leucin. In zweien 
dieser Versuche ist die Acetessigsiure nicht (Versuch 18) oder 
nur unwesentlich gréBer (Versuch 19) als im Leerversuch, wiah- 
rend in dem dritten (Versuch 17) eine immerhin deutliche Stei- 
gerung der Acetessigsiurebildung vorhanden ist. Sie ist frei- 
lich weitaus geringer als in einem von uns unter sehr ahnlichen 
Versuchsbedingungen und ausschlieBlichem Zusatz von d-l-Leucin 
vorgenommenen Versuch (Tabelle IT, Versuch 20, Acetonbildung 
pro Liter 102 mg). 

Fiir die Deutung der hemmenden Einwirkung der Phenyl- 
brenztraubensaéure auf die Acetessigsiurebildung aus Phenyl- 
alanin und Tyrosin und auch aus Leucin kamen sehr ver- 
schiedenartige Moglichkeiten in Betracht. 

Von vornherein schien es uns ausgeschlossen, daB es sich 
hier um eine Hemmungswirkung durch konkurrierende Pheny!l- 
brenztraubensaure-Verbrennung im Sinne einer friiher vom 
Embden und Wirth’) verdffentlichten Untersuchung handelte. 
Denn wenn Phenylbrenztraubensiaure leichter als die eben er- 
wahnten Aminosiuren Phenylalanin, Tyrosin und Leucin in 
der durchbluteten Leber verbrennen wiirde, so wire nach 
allem, was wir iiber den Abbau leicht verbrennlicher aroma- 
tischer Substanzen in der isolierten Leber wissen, nicht ein 
Ausbleiben, sondern eine Steigerung der Acetessigsiurebildung 
als Wirkung des Phenylbrenztraubenséurezusatzes zu erwarten 
gewesen. 

Hingegen erschien es uns notwendig, zwei andere Még- 
lichkeiten einer experimentellen Priifung zu unterziehen. 

Es war denkbar, daB die Phenylbrenztraubensiure den 
oxydativen Stoffwechsel in der Leber iiberhaupt lahmte, also 
eine eigentliche Giftwirkung auf die Leber ausiibte, oder aber 
daB sie in mehr spezifischer Weise gerade die Acetessigsaure- 
bildung aus Aminosaéuren hemmte. 

Traf die erste Méglichkeit zu, verursachte also die Phenyl- 
brenztraubensaéure eine giftartige allgemeine Oxydationshem- 


1) G. Embden und J. Wirth, diese Zeitschr. 27, 1, 1910. 
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mung in der Leber, wie etwa Blausiure oder gréBere Mengen 
Amylalkohol, so muB8te sich ihre Hemmungswirkung auf alle 
Acetessigsiurebildner erstrecken, wenigstens auf alle, die die 
Acetessigsiure auf oxydativem Wege entstehen lassen. 

Dies ist nun aber keineswegs der Fall, wie aus einer Reihe 
weiterer Versuche hervorgeht, die wir unter gleichzeitigem Zu- 
satz von Phenylbrenztraubensiure und Isovaleriansaure resp. 
n-Capronsiure anstellten (Versuch 21 bis 24 der Tabelle III). 


Tabelle III. 





Gebi 
Nr. |Gewicht Gewicht eng Ase 
des des | der Dem Durchblutungsblut |ton pro Liter Be- 


D . 

M3 Hundes_ Leber zugesetzte Substanzen blutungsbtut merkungen 
suchs | 

kg ee mg 











21 5,0 100 2g Isovaleriansiaure, 75 
2 g Phenylbrenztrauben- 
siure mit NH, neutralisiert 


22 9,3 210 | Wie im vorigen Versuch 103 


23 10,0 200 2 g n-Capronsiure, 81 
2 g Phenylbrenztrauben- 
siure mit NH, neutralisiert 
24 6,0 140 | Wie im vorigen Versuch 69 


25 6,0 110 2 g n-Buttersiure, 50 
2 g Phenylbrenztrauben- 
siure mit NH, neutralisiert 


26 4,7 220 Wie im vorigen Versuch 46 


27 5,7 180 |2g n-Buttersiure mit NH, 89 
neutralisiert 

















Die Acetessigsiurebildung aus der Isovaleriansiure und 
n-Capronsiure erfolgt bei gleichzeitigem Zusatz von Phenyl- 
brenztraubensiure anscheinend ganz ungestért (Acetonbildung 
pro Liter Durchblutungsblut bei Durchblutung mit Phenyl- 
brenztraubenséure und Isovaleriansiure 75 resp. 103 mg [Ver- 
such 21 und 22], bei Durchblutung mit Phenylbrenztrauben- 
siure und n-Capronsiure 81 und 69 mg, Versuch 23 und 24). 

Auffallig erscheint dagegen, daB in zwei iibereinstimmen- 
den Versuchen (Versuch 25 und 26 der Tabelle III) die Acet- 
essigsiurebildung aus n-Buttersiure zwar nicht vollstandig, aber 
doch sehr deutlich gehemmt wurde (Acetonbildung pro Liter 
Durchblutungsblut 50 bzw. 46 mg). Ein mit der gleichen 
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Buttersdure allein angestellter Versuch gab eine Acetonbildung 
von 89 mg pro Liter Durchblutungsblut (Tabelle III, Ver- 
such 27). 

Welche Deutung man aber auch den Buttersiureversuchen 
geben mag, aus den Versuchen unter gleichzeitigem Zusatz von 
Phenylbrenztraubensiure und I[sovalerianséure resp. n-Capron- 
sdure geht jedenfalls hervor, daB die Phenylbrenztraubensaure 
keine allgemeine Lahmung des oxydativen Stoffwechsels in der 
Leber verursacht, da8 ihre Hemmungswirkung auf die Acet- 
essigsiurebildung aus Aminosaéuren als eine mehr spezifische 
anzusehen ist. 

Es liegt nahe, diese Hemmung des Aminosiureabbaues 
durch eine Ketosiure in Zusammenhang zu bringen mit der 
Reversibilitaét des Abbaus der qg-Aminosaéuren zu q-Ketosauren, 
denn wenn einerseits durch die bereits erwahnten Unter- 
suchungen 0. Neubauers feststeht, da8 die Aminoséuren zu 
den entsprechenden Ketosiuren abgebaut werden képnen, so 
wissen wir andererseits durch die Arbeiten von F. Knoop’), 
Embden und Schmitz?) und Kura Kondo®*), daB umgekehrt 
a-Ketosiuren im Tierkérper zum Teil in die entsprechenden 
a-Aminosiuren umgewandelt werden. 

Durch die Versuche der drei letztgenannten Autoren ist 
iiberdies festgestellt, daB die Aminosaiuresynthese aus a-Keto- 
siure und Ammoniak gerade unter den Bedingungen dieser 
Arbeit, d. h. waihrend einer kurzdauernden Leberdurchblutung 
eintritt. 

Unter anderen Aminosiuresynthesen wurde, wie bereits 
oben erwahnt, die hier zunichst in Frage kommende Phenyl- 
alaninbildung bei Durchstrémung mit dem Ammoniaksalz der 
Phenylbrenztraubensaure beobachtet. 

Nehmen wir nun an, daB es sich bei dem Ubergang von 
Aminosaure in Ketosiure und umgekehrt um eine wirkliche 
Gleichgewichtsreaktion (oder doch um eine Aufeinanderfolge 
solcher Reaktionen) handelt, so ist es ohne weiteres verstind- 
lich, daB eine abnorme Anhaufung von Ketosiure die Reaktion 
in der Richtung der Aminoséuresynthese aus dieser Ketosaure 


1) F. Knoop, |. c. 
*?) Embden und Schmitz, |. ec. 
*) Kura Kondo, diese Zeitschr. 38, 407, 1912. 
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verschiebt, also den Abbau der entsprechenden Aminosaure zu 
Ketosiure hemmt. 

Wenn nun ferner die Phenylbrenztraubensaure, wie es tat- 
saichlich der Fall ist, nicht nur den Abbau des Phenylalanins, 
sondern auch den anderer Aminosiuren hemmt, so diirfte 
das vielleicht darauf zuriickzufiihren sein, daB die Gleich- 
gewichtsreaktion Aminosiure *——, Ketosiure unter voriiber- 
gehender Bindung an bestimmte Molekularkomplexe der Leber- 
zelle erfolgt. 

Durch den Zusatz der Phenylbrenztraubensiure werden 
vielleicht diese Molekularkomplexe besetzt und dadurch fiir 
andere Substanzen von dholicher Struktur gleichsam  ver- 
stopft. 

Wir sind uns bewuBt, daB es sich hier nur um den Ver- 
such einer Erklairung handelt, der aber vielleicht Veranlassung 
zu weiteren Experimenten werden koénnte. 

Mit der Annahme, dab die Phenylbrenztraubensaure eine 
Verstopfung von bestimmten intracelluliren Molekulargruppen 
fiir andere q-Ketosdéuren herbeifiihrt, stimmt auch das Ergebnis 
zweier weiterer Versuche iiberein, die wir unter gleichzeitigem 
Zusatz von Phenylbrenztraubensiure und p-Oxyphenylbrenz- 
traubenséure ausfiihrten (Tabelle IV, Versuche 28 u. 29). Die 
Acetonbildung betrug hier 49 und 40 mg pro Liter, war also 
nur wenig iiber die Norm gesteigert, wihrend an und fiir sich 
p-Oxyphenylbrenztraubensaure neben $-Oxybuttersaure als der 
starkste bisher iiberhaupt beobachtete Acetessigsiurebildner an- 
zusehen ist (Acetonbildung pro Liter Durchblutungsblut 143 
und 157 mg in den obenerwahnten Versuchen von Schmitz). 


Tabelle IV. 


i | 
eutall F Gebildete 
Nr. | Gewicht Gewicht Dem Durchblutungs- | Menge ree 


i 








ver ee on blut zugesetzte 2. Bemerkungen 
9 z= a ad Sub jblutungsblut} 
suchs | ubstanz 
ae | mg 











28 5,2 | 190 |2g p-Oxyphenylbrenz-| 49 
| | traubensdure, 2 g Phe- | 
| nylbrenztraubensaure 
| mit NH, neutralisiert 


| | 
29 4,5 | 190 |Wieimvorigen Versuch 40 
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Il. 

Die Tatsache, daB Phenylbrenztraubenséure im Gegensatz 
zum Phenylalanin in der durchbluteten Leber keine Acetessig- 
siure zu bilden vermag, schien uns auch unabhaingig von den 
oben besprochenen Hemmungsversuchen einer weiteren Ver- 
folgung wert zu sein. 

Wenn Phenylalanin in der Leber unter Acetessigsiure- 
bildung abgebaut wird, Phenylbrenztraubenséure aber nicht, so 
schien es uns — bei AusschluB einer Giftwirkung der Pheny]l- 
brenztraubensaure auf die Leberzellen — héchst unwahrschein- 
lich, daB Phenylbrenztraubensaure als eins der nachsten normalen 
intermediiren Abbauprodukte des Phenylalanins anzusehen ist. 

Somit erhebt sich die Frage, welche Substanzen als die 
nachsten Abbauprodukte des Phenylalanins in Betracht kommen. 

Die Beobachtungen von Falta und Langstein (1. c.) bei 
der Alkaptonurie lassen keinen Zweifel dariiber, daB Phenyl- 
alanin ebenso wie Tyrosin in Homogentisinsiure umgewandelt 
werden kann, und die Anschauung, da8 Homogentisinséure ein 
normales intermediaires Stoffwechselprodukt ist, hat an Wahr- 
scheinlichkeit immer mehr gewonnen. 

Die Veranderung, die das Phenylalanin bei seiner Um- 
wandlung in Homogentisinsaéure schlieBlich erleidet, besteht in 
einer Kiirzung der Seitenkette um ein C-Atom und im Ersatz 
zweier Wasserstoffatome des aromatischen Kerns durch Hydroxy]- 
gruppen. 

In welcher zeitlichen Folge treten die Verainderungen an 
der Seitenkette und die oxydativen Vorgange ein? 

Das Verhalten der Phenylbrenztraubensaure bei der Leber- 
durchblutung spricht entschieden dagegen, daB die oxydative 
Desaminierung der Seitenkette unter Bildung der ebengenannten 
Substanz dem ersten oxydativen Angriff auf den aromatischen 
Kern vorausgeht. 

Geht die erste Umwandlung der Seitenkette des Phenyl- 
alanins dem Oxydationsvorgang am Kern nicht voraus, so 
kann sie der ersten oxydativen Kernverainderung entweder 
folgen oder gleichzeitig mit ihr einsetzen. 

Im ersten Falle, d. h. wenn die Kernoxydation noch vor 
der ersten Verinderung der Seitenkette einsetzen wiirde, miiBte 
als erstes Abbauprodukt des Phenylalanins eine im Kern 
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oxydierte Aminosaéure, und zwar aller Wahrscheinlichkeit nach 
nichts anderes als das gewéhnliche Tyrosin, das p-Oxyphenyl- 
alanin, auftreten, da nach den Versuchen von L. Blum’) das 
Ortotyrosin und das Metatyrosin fiir den Organismus nicht 
im Kern angreifbar sind. 

Im Falle gleichzeitiger Kernoxydation und oxydativer 
Desaminierung der Seitenkette wiirde eine im Kern oxydierte 
Ketosaure, und zwar aller Voraussicht nach p-Oxyphenylbrenz- 
traubensiure auftreten, da nach Neubauer (1. c.) von den drei 
existierenden Oxyphenylbrenztraubensiuren nur diese vom 
Alkaptonuriker in Homogentisinsiure iibergefiihrt werden kann. 

Sowohl vom Tyrosin wie auch von der ihm entsprechenden 
Ketosaéure, eben der Paraoxyphenylbrenztraubensaure, wissen 
wir, daB sie in der isolierten Leber unter reichlicher Acetessig- 
sdurebildung abgebaut werden. 

Die Paraoxyphenylbrenztraubensaure geht iiberdies bei der 
Leberdurchblutung sehr leicht in Tyrosin iiber, so daB das Auf- 
treten dieser Aminoséure als Umwandlungsprodukt des Phenyl- 
alanins auch bei primarer Bildung der Paraoxyphenylbrenz- 
traubenséiure méglich ware. 

Auf Grund der eben angestellten Erwagungen untersuchten 
wir, ob sich tatsichlich Tyrosin als intermediares Produkt des 
Phenylalaninabbaues nachweisen laBt. 

Auch hier bedienten wir uns der Durchblutungsmethode. 

Als Durchstrémungsfiiissigkeit benutzten wir zu dieser Ver- 
suchsreihe nicht Rinderblut, sondern Hundeblut, das mit */, seines 
Volumens Ringer-Lésung (ohne Zucker und Bicarbonat) ver- 
diinnt war. 

Wir hofften, bei Verwendung artgleichen Blutes das Auf- 
treten yon Tyrosin durch EiweiSspaltung in der Leber am 
besten verhindern zu kénnen. 

Die Durchstrémung ist bei Verwendung von Hundeblut 
stets eine sehr vollkommene. Die Strémungsgeschwindigkeit 
betrug in unseren Versuchen pro Gramm der durchbluteten 
Leber und Minute mindestens 2 ccm, meist aber weit mehr. 
Der Blutdruck, einige Zentimeter vor dem Eintritt des Blutes 
in die Leber gemessen, war meist geringer als 40 mm Hg, nie 


1) L. Blum, Verhdl. d. Kongr. f. inn. Med. 1907, S. 240; Beitrige 
z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 148, 1908. 
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aber fiir langere Zeit wesentlich hoéher als 50 mm Hg. Wir 
erwihnen diese Einzelheiten, weil sie mdéglicherweise fiir eine 
Nachpriifung unserer Versuche von Bedeutung sind. 

Die Menge des zur Durchblutung benutzten verdiinnten 
Hundeblutes betrug in allen spateren Versuchen 1600 ccm. In 
den ersten Versuchen war sie zum Teil wenig geringer oder 
gréBer. Nicht mit eingerechnet sind hier die ersten 200 ccm 
Blut, die der Leber entstrémten; diese wurden, wie in unseren 
simtlichen neueren Versuchen, gesondert aufgefangen und be- 
seitigt. 

Die Durchstrémungsdauer betrug in simtlichen Versuchen 
60 bis 65 Minuten. 

Wir nahmen zuniichst eine Reihe von Leerversuchen vor, 
trotzdem wir uns bereits bei friiherer Gelegenheit des éfteren 
iiberzeugt hatten, daB8 bei kurzdauernder Durchstrémung der 
Leber unter Zusatz verschiedenartiger, nicht aromatischer Sub- 
stanzen eine isolierbare Menge Tyrosin nicht auftritt’). 

Am Schlusse des Versuchs wurde das Durchblutungsblut 
sofort nach Schenck gefillt*). 

Das durch Absaugen der Filiissigkeit auf groBen Nutschen 
gewonnene Filtrat wurde mit Schwefelwasserstoff vom Queck- 
silber, durch einen Luftstrom vom Schwefelwasserstoff befreit 
und eine méglichst groBe Menge des Filtrats (meist 6500 ccm, 
entsprechend etwas mehr als 1080 ccm Blut) mit Natronlauge 
bis zur schwach sauren Reaktion versetzt und bei einer 45° 
nicht iibersteigenden Temperatur des Heizwassers mdglichst 
rasch im Vakuum auf etwa 500 ccm eingeengt. 

Das eingeengte Filtrat wurde mit Schwefelsiure stark an- 
gesaiuert und im Lindschen Apparat wihrend 6 bis 8 Stunden 
zur Entfernung der Hauptmenge atherléslicher Sauren extrahiert. 
Die Fliissigkeit wurde nun gut gekihlt, mit Natronlauge neu- 
tralisiert und mit weiteren 5 bis 7 ccm starker (33°/,iger) Natron- 
lauge alkalisch gemacht. Von dem ausgeschiedenen Phosphat- 
niederschlag wurde die Fliissigkeit durch Filtrieren oder Zentri- 
fugieren getrennt und zur Entfernung des Ammoniaks, das bei 


") Siehe Embden und Schmitz, 1. c. 
*) In einer Reihe von Versuchen haben wir an den Blutfiltraten 
Acetonbestimmungen vorgenommen, deren Ergebnis zum Teil in den oben 


besprochenen Tabellen niedergelegt ist. 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 21 
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den nachfolgenden Operationen stérend wirken konnte, wahrend 
etwa 2 Stunden bei einer 40° nicht iibersteigenden Temperatur 
des Heizwassers destilliert. 

Die Fliissigkeit wurde jetzt wieder mit Salzsiure oder 
Schwefelsiure neutralisiert und mit so viel starker Natronlauge 
versetzt, daB rotes Lackmuspapier intensiv blau gefarbt wurde 
(etwa 2ccm Natronlauge von 33°/,). 

Nunmehr wurde unter Zusatz von 5 g £-Naphthalinsulfo- 
chlorid in atherischer Lésung auf der Schiittelmaschine bei einer 
Temperatur von nicht unter 20° geschiittelt. Von Zeit zu Zeit 
wurde gepriift, ob noch alkalische Reaktion bestand und nétigen- 
falls etwas Natronlauge zugefiigt. Die Schiittelung wurde in den 
spiteren Versuchen nach etwa 8 bis 10 Stunden, in den friiheren 
Versuchen nach etwa 20 Stunden unterbrochen. Handelte es 
sich um einen Leerversuch, so zeigte die Fliissigkeit nach dieser 
Zeit meist nur einen sehr geringfiigigen Niederschlag. 

Die wisserige Schicht wurde im Scheidetrichter so gut 
wie méglich von der atherischen getrennt und der in ihr suspen- 
dierte Niederschlag durch Absaugen gewonnen. 

Um auch den in der Grenzschicht zwischen Ather und 
Wasser suspendierten, nicht ohne weiteres abtrennbaren Nieder- 
schlagsanteil zu gewinnen, wurde die naphthalinsulfochlorid- 
haltige atherische Schicht so gut wie méglich abgegossen, die 
zuriickbleibende Fliissigkeit mehrmals mit neuem Ather aus- 
geschiittelt und nun ebenfalls an der Saugpumpe filtriert. Die 
vereinigten Niederschlagsanteile wurden im Scheidetrichter mit 
Wasser iibergossen, reichlich Salzsiure hinzugefiigt und sofort 
mit Ather griindlich geschiittelt. Die atherische Schicht, die 
die Naphthalinsulfone enthalten muBte, wurde abgetrennt und 
die Ausschiittelung der wisserigen Suspension noch zweimal mit 
neuen Athermengen wiederholt. Die vereinigten sauren Ather- 
extrakte wurden filtriert, mehrmals im Scheidetrichter mit ge- 
ringen Wassermengen gewaschen und alsdann der Ather unter 
Zusatz von etwa 10 bis 20 com Wasser abdestilliert. 

In dem wiasserigen Destillationsriickstand sind nun etwa 
vorhandene Naphthalinsulfoaminosiuren suspendiert. 

Die Fliissigkeit wird nun unter Schiitteln mit verdiinnter 
Natronlauge bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt. 

Sind erhebliche Mengen Di-f-Naphthalinsulfotyrosin vor- 
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handen, so wird beim Neutralisieren die Filiissigkeit iiberhaupt 
nicht klar, sondern die in saurer Lésung 6lige Triibung ver- 
wandelt sich sofort in eine krystallinische, die aus dem noch 
etwas verunreinigten, in kaltem Wasser bekanntlich auBerst schwer 
léslichen Natriumsalz des Di-f-Naphthalinsulfotyrosins besteht. 
Die Verunreinigung dieses Niederschlags kann zum Teil aus 
f-Naphthalinsulfamid bestehen, das bei sorgfiltiger vorheriger 
Entfernung des Ammoniaks allerdings nur in geringer Menge 
auftritt, falls man- nicht gar zu lange mit $-Naphthalinsulfo- 
chlorid schiittelt. Das Amid kann leicht durch 6fter wieder- 
holtes Schiitteln der alkalischen Filiissigkeit mit Ather ent- 
fernt werden. 

Uber Reinigung und Identifizierung der Tyrosinverbindung 
siehe weiter unten. 

Ganz ahnlich wie der beim Schiitteln mit $-Naphthalin- 
sulfochlorid entstandene Niederschlag wurde auch das Filtrat 
von diesem Niederschlag behandelt, d.h. die in Form von léis- 
lichen Salzen vorhandenen Naphthalinsulfone wurden durch 
Zusatz von Salzsiure in die freien Saéuren iibergefiihrt, mit 
Ather aufgenommen und nun genau so weiterbehandelt, wie es 
eben fiir die sauren Atherextrakte aus dem Niederschlag ge- 
- schildert wurde. 

Es gelang iibrigens in keinem Falle, aus dieser Fraktion 
die Tyrosinverbindung zu gewinnen. 

Die durch Ausathern bei saurer Reaktion von Naphthalin- 
sulfonen befreite Fliissigkeit wurde wieder alkalisch gemacht 
und nochmals langere Zeit mit Naphthalinsulfochlorid geschiittelt. 

Wir gehen nunmehr zur Schilderung unserer Versuchs- 
ergebnisse iiber. 

In zwei Versuchen, deren technische Einzelheiten aus 
Tabelle V, Versuche 30 und 31, ersichtlich sind, geschah die 
Durchstrémung ohne jeden Zusatz zum Blute. 

In Versuch 30 wurde bei der Durchfiihrung des oben ge- 
schilderten Verfahrens schlieBlich iiberhaupt keine in Betracht 
kommende Menge eines schwer léslichen Natriumsaizes erhalten, 
in Versuch 31 war die Menge schwer léslichen Natriumsalzes 
immerhin merklich, sie betrug 8 mg; der Schmelzpunkt der nicht 
umkrystallisierten Substanz war unscharf, lag aber wesentlich 


iiber 200°. Ob es sich hier wirklich um das Natriumsalz des 
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Dinaphthalinsulfotyrosins handelte, vermégen wir nicht zu ent- 


scheiden, wir wollen es aber annehmen. 




















Tabelle V. 
s s/3,5|3.8 Dem 
ESSigss ess Durchblutungsblut 
Es EIS ie 3 3 suqeestate Bemerkungen 
ZA il kg | g Substanz 
30 8,0 | 225 Ohne Zusatz 
31 | 6,0 | 140 Ohne Zusatz 
32 6,8 | 181 5 g d-l-Leucin in 
| 150 cem Ringer-Lésung 
33 | 32 | 185 | 5g d-l-Aminonormal- 
capronsaure 
in Ringer-Lésung 
34 11,0 | 277 |5gPhenylbrenztrauben-| Dieser Versuch wurde be- 
siure mit Natronlauge reits oben als Versuch 10 
neutralisiert. der Tabelle II angefiihrt 
| 5 g d-l-Phenylalanin in 
| 150 ccm Ringer-Lésung 
35 8,0 | 195 | Wie im vorigen Versuch | Dieser Versuch wurde be- 
g 
reits oben als Versuch 11 
der Tabelle II angefiihrt 
36 6,4 | 237 |5 g d-l-Phenylalanin in| Dieser Versuch wurde be- 
150 com Ringer-Lésung reits oben als Versuch 15 
der Tabelle II angefiihrt 
37 6,8 | 186 |4g d-l-Phenylalanin in| Dieser Versuch wurde be- 
| 120 cem Ringer-Lésung reits oben als Versuch 14 
| der Tabelle II angefiihrt 


Zwei weitere Versuche (Tabelle V, Versuche 32 und 33) 
nahmen wir unter Zusatz zweier aliphatischer Aminosauren vor, 
den einen mit d-l-Leucin, den anderen mit d-l-Aminonormal- 
capronsaure *). 

In Versuch 32 erhielten wir bei der ersten Schiittelung mit 
Naphthalinsulfochlorid einen betrachtlichen Niederschlag, der im 
wesentlichen aus dem Natriumsalz des $-Naphthalinsulfoleucins 
bestand, das in rein wiasseriger Lésung zwar leicht ldéslich ist, 
dagegen bei dem hohen Salzgehalt des stark eingeengten Schenck- 
filtrats ausfiel. 





*) Aminonormalcapronsaure diirfen wir nach einer neuerdings er- 
schienenen Mitteilung von Abderhalden und Weil (Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 84, 39, 1918) mit groBer Wahrscheinlichkeit fiir eine in tierischen 
Eiwei8kérpern vorkommende Aminosaure halten. 
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Die weitere Verarbeitung des Niederschlags in der oben 
geschilderten Weise fiihrte schlieBlich zu einer klaren wasserigen 
Lésung der Natriumsalze der Naphthalinsulfone. Erst nach 
einigem Stehen fiel ein Niederschlag aus, der nach einmaligem 
Umkrystallisieren aus wenig heiBem Wasser etwas mehr als 
11 mg wog. Méglicherweise enthielt er noch etwas §-Naphthalin- 
sulfamid, da wir eine Amidtrennung nicht vorgenommen 
hatten. 

Der Versuch 33 mit d-l-Aminonormalcapronsaure fiihrte zu 
keiner in Betracht kommenden Menge eines in Wasser schwer 
léslichen naphthalinsulfoaminosauren Natriumsalzes. 

Nach einer einstiindigen Durchstrémung der Leber 
ohne Zusatz oder unter Zusatz aliphatischer Amino- 
séuren konnte also aus dem Durchblutungsblut ent- 
weder gar kein Di-f-Naphthalinsulfotyrosin oder nur 
eine ganz geringfiigige Menge dieser Substanz gewonnen 
werden. 

Nunmehr nahmen wir 4 Versuche mit d-l-Phenylalanin vor. 

In den Versuchen 34 und 35 fiigten wir der Durch- 
strémungsfliissigkeit auBer 5 g Phenylalanin auch 5 g mit Natron- 
lauge neutralisierter Phenylbrenztraubensiure hinzu. Wir glaubten 
nimlich auf Grund unserer im ersten Teile dieser Arbeit ge- 
schilderten Versuche, daB etwa auftretendes Tyrosin bei An- 
wesenheit von Phenylbrenztraubensiure vor dem Abbau besser 
bewahrt werden wiirde als ohne deren Gegenwart. 

An dem entquecksilberten, nicht eingeengten Schenckfiltrat 
fiel die Reaktion nach Millon entschieden starker aus als in 
den bisherigen Versuchen. 

Namentlich aber gab der saure Atherextrakt des einge- 
engten Schenckfiltrats diese Reaktion ganz intensiv, waihrend 
sie in den friiheren Versuchen nur schwach auftrat. 

Bei der Schiittelung mit /-Naphthalinsulfochlorid bildete 
sich in wenigen Stunden ein starker Niederschlag aus. Zum 
gréBeren Teil bestand er aus dem Natriumsa]z des #-Naph- 
thalinsulfophenylalanins, das ebenso wie die entsprechende 
Leucinverbindung in stark salzhaltigem Wasser nur schwer 
léslich ist. 

Das Gemenge der #-Naphthalinsulfone wurde, wie oben 
geschildert, in Ather aufgenommen und der Ather unter Wasser- 
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zusatz abdestilliert. Es léste sich nur teilweise beim vor- 
sichtigen Zusatz von Natronlauge bis zur eben alkalischen 
Reaktion. 

Die ungeléste krystallinische Substanz bestand mikro- 
skopisch aus kleinen, zu Rosetten angeordneten Blattchen. 
Sie wurde abgesaugt und mehrmals aus heiBem Wasser um- 
krystallisiert. 

Die Substanz aus den ersten beiden Schiittelungen wurde 
vereinigt; bei etwa 100° getrocknet wog sie 0,292 g. Sie 
schmolz bei 245° (unkorr.), also etwas niedriger als das reine 
Natriumsalz des Dinaphthalinsulfotyrosins. 

Die Substanz wurde nunmehr im Scheidetrichter in Wasser 
suspendiert, mit Salzsiure in die freie Naphthalinsulfaminosaure 
iibergefiihrt und mit Ather geschiittelt, der sie spielend auf- 
nahm. 

Der Ather wurde abgetrennt, die wisserige Schicht noch- 
mals mit Ather geschiittelt, die vereinigten Atherextrakte 
wiederholt mit wenig Wasser gewaschen, abdestilliert und der 
Destillationsriickstand in 20 ccm absolutem Alkohol aufge- 
nommen. 

Die alkoholische Lésung wurde unter Riihren in das 5 fache 
Volumen kalten Wassers eingegossen. Die anfangs als milchige 
Triibung abgeschiedene Substanz krystallisierte sehr bald beim 
Stehen im Eisschrank. Nach etwa 24 Stunden wurde sie ab- 
gesaugt und mehrmals mit Alkohol von 20°/, gewaschen. Ex- 
siccatortrocken wog sie annahernd 0,16 g. Sie schmolz nicht 
ganz scharf zwischen 126 und 128°, nachdem sie schon bei 
110° zu sintern begonnen hatte. 

Die Eigenschaften des Natriumsalzes und der Schmelz- 
punkt der Verbindung machten es schon héchst wahrscheinlich, 
daB es sich hier um Dinaphthalinsulfotyrosin handelte. 

Mit der exsiccatortrockenen Substanz wurde nun eine 
Schwefelbestimmung vorgenommen. 

0,1544 g Substanz gaben 0,1251 g BaSO,. 

Berechnet fiir (C,,H ieadad BOM .. 11:41% 4 

gefunden . . ~« « Se 


Es handelte sich also in der Tat um Dinaphthalinsulfo- 


tyrosin. 
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Dieser Befund wurde durch den folgenden Versuch (Ta- 
belle V, Versuch 35), der in der gleichen Weise angestellt 
wurde, durchaus bestitigt. 

Es wurden schlieBlich 0,262 g reines, bei 127 bis 128° 
schmelzendes Dinaphthalinsulfotyrosin gewonnen. 

0,16 g der Substanz wurden in 15 ccm absolutem Alkohol 
gelést und im 2-dem-Rohr polarimetrisch untersucht. 

Beobachtete Drehung: +- 0,58°. 

Genau so stark drehte eine gleich konzentrierte Lésung 
von reinem Dinaphthalinsulfo-l-tyrosin. 

Es war also bei der Durchblutung der Leber mit Phenyl- 
alanin und Phenylbrenztraubenséure ausschlieBlich die natiir- 
liche 1-Form des Tyrosins entstanden. 

Nunmehr gingen wir zu Versuchen unter ausschlieBlichem 
Zusatz von d-l-Phenylalanin iiber (Tabelle V, Versuch 36 wu. 37). 

Auch in diesen Versuchen gelang es ohne weiteres, be- 
trichtliche Mengen der Tyrosinverbindung zu gewinnen. 

In Versuch 36, der unter Zusatz von 5 g d-l-Phenylalanin 
vorgenommen wurde, betrug die Menge reinen Dinaphthalin- 
sulfotyrosins 0,310 g (die Substanz schmolz ein wenig zu niedrig, 
nach einmaligem Umkrystallisieren aber wieder zwischen 126 
und 128°). 

0,16 g der Substanz, in 15 ccm absolutem Alkohol gelést, 
drehten im 2-dem-Rohr 0,57° nach rechts. 

Also auch hier war ausschlieBlich das natiirliche 1]-Tyrosin 
entstanden. 

Der letzte Versuch (Tabelle V, Versuch 37), der unter 
Zusatz von 4g d-l-Phenylalanin ausgefiihrt wurde, lieferte 
0,390 g reines Natriumsalz des Dinaphthalinsulfotyrosins. 

Wir diirfen es somit als erwiesen ansehen, da8 nach einer 
istiindigen Durchblutung der Hundeleber untez Zusatz von 
d-l-Phenylalanin sich Tyrosin in nicht unbetrachtlicher Menge 
aus dem Durchblutungsblut gewinnen 148t, wahrend in Durch- 
blutungsversuchen ohne Zusatz oder unter Zusatz von ali- 
phatischen Aminoséuren entweder keine oder nur eine ganz 
geringfiigige Tyrosinbildung auftritt. 

Wir halten uns daher fiir berechtigt, das bei der Durch- 
strémung unter Phenylalaninzusatz auftretende Tyrosin als ein 
Umwandlungsprodukt eben des Phenylalanins anzusehen, und 
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wir méchten auf Grund unserer Feststellung, daB einerseits 
der Abbau des Phenylalanins allem Anschein nach nicht iiber 
die ihm entsprechende «-Ketosiure, die Phenylbrenztrauben- 
siure, fiihrt, daB andererseits bei der Durchblutung mit Phenyl- 
alanin Tyrosin auftritt, durchaus glauben, daB8 der normale 
Abbau des Phenylalanins iiber Tyrosin oder doch iiber die 
dem Tyrosin entsprechende Ketosiure, die Paraoxyphenyl- 
brenztraubensiure, fiihrt, die sich ihrerseits leicht in Tyrosin 
umwandelt*). 

Das bei der Durchstrémung mit d-l-Phenylalanin auftretende 
Tyrosin besteht ausschlieBlich aus der natiirlichen |-Form. Das 
ist bei den engen Beziehungen, die offenbar zwischen der 
oxydativen Angreifbarkeit der Seitenkette und des Kerns des 
Phenylalanins bestehen, méglicherweise so zu erkliren, daB 
eben nur die natiirliche Komponente des Phenylalanins bei 
Leberdurchblutung im Kern oxydiert wird’). 

Es wire aber auch denkbar, daB als erstes Abbauprodukt 
des Phenylalanins durch gleichzeitig erfolgende Oxydation im 
Kern und oxydative Desaminierung der Seitenkette p-Oxy- 
phenylbrenztraubensiure entsteht, die, wie wir in einer friiher 
veroffentlichten Arbeit gezeigt haben, bei der kiinstlichen Durch- 
strémung der Leber ausschlieBlich zu natiirlichem 1-Tyrosin 
aminiert wird’). 

Wie dem aber auch sein mag, jedenfalls ist, wie wir 
glauben, durch unsere Versuche der Nachweis erbracht, daB 
der Organismus Phenylalanin in Tyrosin umzuwandeln vermag. 

Noch ein Punkt bedarf einer kurzen Erdérterung. 

Wir nehmen an, da8S Phenylbrenztraubensaure nicht als 
Abbauprodukt des Phenylalanins in Betracht kommen kann, 
oder doch, daB jedenfalls diese Substanz nicht auf dem Haupt- 
wege des Phenylalaninabbaues auftritt, weil Phenylbrenztrauben- 


") DaB der Abbau des Phenylalanins im Organismus méglicher- 
weise iiber Tyrosin fiihrt, ist schon 6fters vermutet worden. In besonders 
klarer Weise wurde dieser Gedanke von O. Neubauer (I. c. S. 247, 
FuBnote) ausgesprochen. 

*) Das nach dem Versuch aus dem Durchblutungsblut isolierte 
Naphthalinsulfophenylalanin drehte in alkoholischer Lésung nach links, 
fraglos wohl im Sinne der unnatiirlichen Komponente. 

%’) Embden und Schmitz, l. c. 
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siure in der durchbluteten Leber keine Steigerung der Acet- 
essigsdurebildung hervorruft. 

Bei ihrer Verfiitterung an den gesunden Organismus wird 
sie aber restlos verbrannt, und sie geht, an Alkaptonuriker 
verabreicht, besonders leicht in Homogentisinsiure iiber. 

Phenylbrenztraubensiure ist die einzige bisher beobachtete 
aromatische Substanz, bei der Verbrennlichkeit des Kerns im 
normalen Organismus, Ubergang in Homogentisinsiure bei der 
Alkaptonurie und Acetessigsiurebildung in der kiinstlich durch- 
bluteteten Leber nicht miteinander parallel gehen. 

Wir méchten glauben, daB Phenylbrenztraubensiure im 
Gesamtorganismus in ihrer Hauptmenge ebensowenig wie in 
der durchbluteten Leber direkt verbrannt resp. in Homogentisin- 
siure iibergefiihrt wird, sondern daB diese Umwandlung go- 
schieht unter intermediirer Bildung des leicht verbrennlichen 
Phenylalanins auf dem Wege der Aminierung. 

Bei der Verabreichung der Phenylbrenztraubensaéure kommt 
es nicht wie bei der kiinstlichen Durchstrémung zu einer starken 
Anhiufung der Phenylbrenztraubensdure in der Leber und in- 
folgedessen auch nicht zu einer Abbauhemmung des aus der 
Phenylbrenztraubensiure gebildeten Phenylalanins. 

Der normale Abbau des Phenylalanins fiihrt auch im 
Gesamtorganismus aller Wahrscheinlichkeit nach zunachst zu 
Tyrosin oder der leicht in Tyrosin iibergehenden p-Oxyphenyl- 
brenztraubensaure. 


Die wesentlichen Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung 
sind folgende: 

1. Pheny]brenztraubensaure bildet im Gegensatz zum Pheny]l- 
alanin und zur Phenyl-q-Milchsiure sowie auch zu der dem 
Tyrosin entsprechenden q-Ketoséiure in der kiinstlich durch- 
strémten Leber keine Acetessigsaure. 

2. Phenylbrenztraubensiure hemmt die Acetessigsaure- 
bildung aus den Aminosiuren Phenylalanin, Tyrosin und 
Leucin, sowie auch aus der p-Oxyphenylbrenztraubensaure. 

Die Acetessigsiurebildung aus Isovaleriansiure und Normal- 
capronséure wird durch Phenylbrenztraubensiure nicht be- 
einfluBt. 

Dagegen scheint die Acetessigsiurebildung aus Normal- 
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buttersiure durch Phenylbrenztraubenséure herabgesetzt zu 
werden. 

3. Bei der Durchstrémung der Leber unter Phenylalanin- 
zusatz treten betrichtliche Mengen Tyrosin auf, was in Leer- 
versuchen oder bei Zusatz aliphatischer Aminoséuren nicht 
der Fall ist. 

Das bei der Durchstrémung mit d-l-Phenylalanin gebildete 
Tyrosin besteht ausschlieBlich aus der natiirlichen 1-Form. 

4. Aus dem Zusammenhalt dieser Tatsachen folgern wir, 
daB der Abbau des Phenylalanins auf dem Hauptwege nicht 
iiber Phenylbrenztraubensaéure geht, sondern mit einer Oxy- 
dation im Kern beginnt, die entweder direkt zu Tyrosin oder 
unter gleichzeitiger oxydativer Desaminierung der Seitenkette 
zunichst zu p-Oxyphenylbrenztraubensaure fiihrt, die, wie aus 
friiheren Versuchen bekannt ist, leicht unter Aminierung in 
natiirliches 1-Tyrosin ibergeht. 
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Uber Milchsaurebildung im Blute. 
V. Mitteilung. 


Von 


W. Griesbach und 8S. Oppenheimer. 
(Aus dem Stadtischen chemisch-physiologischen Institut, Frankfurt a. M.) 


(Hingegangen am 4. August 1913.) 


In einer Reihe von Untersuchungen Embdens und seiner 
Mitarbeiter’) wurde gezeigt, daB bei der kiinstlichen Durch- 
stromung der glykogenfreien oder sehr glykogenarmen Leber 
mit Blut von normalem Zuckergehalt der Milchséuregehalt des 
Blutes waihrend der Durchstrémung nicht wachst, im Gegen- 
teil meistens geringer wird. Bei der Durchstrémung einer 
stark glykogenhaltigen Leber findet ganz im Gegensatze 
dazu eine starke Milchsiurebildung statt, so daB der Milch- 
sduregehalt des Blutes oft auf ein Vielfaches seines Ausgangs- 
wertes steigt. 

Ebenso wie in der Leber abgelagertes Glykogen werden 
dem Blute zugesetzte Glucose und, in noch stérkerem Umfange, 
Lavulose in Milchséure, und zwar ausschlieBlich in die natiir- 
liche d-Milchsiure umgewandelt. Das gleiche gilt auch fiir 
Alanin und Glycerin’). 

Aus den eben erwahnten Befunden geht mit voller Sicher- 
heit hervor, daB der tierische Organismus Traubenzucker, Lavu- 


1) G. Embden, Centralbl. f. Physiol. 18, 832, 1905 (KongreBber. Briissel 
1904). —C. von Noorden und G. Embden, Centralbl. f. Stoffwechsel- 
krankheiten, Neue Folge 1, 1, 1906. — G. Embden und F. Kraus, 
Kongr. f. inn. Med., Wiesbaden 1909, 8. 351. — Dieselben, diese Zeitschr. 
45, 1, 1912. 

*) S. Oppenheimer, diese Zeitschr. 45, 30, 1912. 
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lose, Glycerin und Alanin unter Bildung von natiirlicher d-Milch- 
siure abbaut. 

In einer ebenfalls aus dem hiesigen Institut veréffentlichten 
Arbeit von H. Fries*) konnte dann gezeigt werden, daB bei 
kurzem Stehen von aseptisch gewonnenem menschlichen und von 
Hundeblut bei Kérpertemperatur eine deutliche Vermehrung des 
Milchsaiuregehaltes eintritt*). Der Verfasser konnte aus auBeren 
Griinden Untersuchungen iiber die Natur dieser milchsiure- 
bildenden Substanz nicht anstellen, er verweist aber in seiner 
Arbeit ausdriicklich auf spater ausfiihrlich veréffentlichte Ver- 
suche von Fraulein Kraske*), ,die es sehr wahrscheinlich 


*) H. Fries, Uber das Vorkommen von Milchsiure im mensch- 
lichen Blute. Diese Zeitschr. 35, 368, 1911. 

*) Nachdem bereits lingere Zeit ein wesentlicher Teil der eben ge- 
nannten Untersuchungen an der durchbluteten Leber iiber die Milch- 
siurebildung aus Glykogen, aus Traubenzucker und aus Alanin ver- 
Sffentlicht war, und nachdem diese Versuche, denen anfanglich noch 
wesentliche methodische Fehler angehaftet hatten, mit einwandfreier 
Methodik unter Gewinnung der gleichen Resultate wiederholt, und diese 
Wiederholung in ihren Ergebnissen ebenfalls bekannt gemacht worden 
war (die ausfiihrliche Schilderung der Methodik dieser Versuche 
geschah zuerst in Abderhaldens Handb. d. biochem Arbeitsmethoden 5, 
2, 8. 1252, 1912) und nachdem auch die Tatsache der Milchsaéurebildung 
bei kurzdauerndem Stehen von Blut zur Mitteilung gelangt war, haben 
dann Levene und Meyer*) gezeigt, daf Leukocyten Traubenzucker 
unter Milchsiurebildung abbauen. 

Ich erblicke in den Arbeiten von Levene und Meyer sowie von 
Slosse**) eine wertvolle Bestitigung und Ergiinzung der bereits vor 
einer Reihe von Jahren von meinen Mitarbeitern und mir strenge er- 
wiesenen Tatsache, da8 Traubenzucker im Organismus unter Milchsiure- 
bildung abgebaut wird. Ich kann daher Levene und Meyer nicht bei- 
stimmen, wenn sie in einer neuerlich verdéffentlichten Untersuchung ***) 
die Anschauung aussprechen, da8 die von ihnen erhaltenen Versuchs- 
ergebnisse von Embden und seinen Mitarbeitern bestatigt (corroborated) 
worden waren, vielmehr scheint mir das umgekehrte Verhiltnis zuzu- 
treffen. Em bden. 


*) B. Kraske, Uber Milchsiurebildung im Blute. Diese Zeitschr. 
45, 81, 1912. 


*) P. A. Levene and G. M. Meyer, The action of leucocytes on 
glucose. Journ. of Biol. Chem. 11, 362, 1912. 

**) Slosse, Arch. internat. de Physiol. 11, 149, 1911. 

***) Levene und Meyer, Journ. of Biol. Chem. 14, 149, 1913. 
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machen, da8 die bei kurzdauerndem Stehen des Blutes vermehrt 
auftretende Milchsaiure als ein Produkt der Blutglykolyse auf- 
zufassen ist“, was dann auch durch weitere Untersuchungen 
von Kura Kondo’) und namentlich von Karl von Noorden 
jun.*) bestatigt wurde. 

Im Gegensatze zu den erwahnten Hexosen (d-Glucose und 
d-Lavulose) bildete in den Durchblutungsversuchen, die von dem 
einen von uns®*) veréffentlicht wurden, die Pentose 1l-Arabinose 
sowie der Inosit keine Milchséure. 

In der vorliegenden Untersuchung haben wir nun die Ver- 
suche, welche K. von Noorden‘*) mit gewaschenen Blutkér- 
perchen unter Traubenzuckerzusatz, Embden, Baldes und 
Schmitz*) unter Zusatz von Traubenzucker, d-]-Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton angestellt hatten, auf einige andere Zucker- 
arten, sowie auch auf einige Substanzen, die nicht den Kohlen- 
hydraten zuzurechnen sind, iibertragen. 

Als die dieser Arbeit zugrunde liegenden Versuche be- 
reits zum grdBeren Teile ausgefiihrt waren, erschien eine 
Veréffentlichung von Levene und Meyer’), die sich mit 
der Einwirkung von Leukocyten auf die zum Teil gleichen 
Substanzen, die auch wir untersuchten, beschiaftigt. Wir 
werden auf diese Arbeit weiter unten noch zuriickzukommen 
haben. 

Wir benutzten in unseren Versuchen die reinsten, bei Kahl- 
baum erhiltlichen Substanzen. Beziiglich unserer Technik kénnen 
wir fast ganz auf die Angaben K. von Noordens (l.c.) und 
Embdens’) verweisen. Wir wandten ausschlieBlich Hundeblut 
an, das durch Entbluten der Tiere aus den Carotiden in Ather- 
narkose gewonnen war. Die Waschung der Blutkérperchen ge- 
schah in der von von Noorden geschilderten Weise, nur daB 


1) K. Kondo, diese Zeitschr. 45, 88, 1912. 

*) K. von Noorden, ebenda 8S. 94. 

*) S. Oppenheimer, l. c. 

4) Lo. 

5) Embden, Baldes und Schmitz, diese Zeitschr. 45, 108, 1912. 

®) Levene and Meyer, On the action of leukocytes on some 
hexoses and pentoses, III. Journ. of Biol. Chem. 14, 149, 1913. 

”) G. Embden, Abderhaldens Handbuch d. biochem. Arbeitsmethod. 
5, 2, S. 1252. 
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wir, statt Kochsaizlésung von 0,85°/,, Ringersche Lésung ohne 
Traubenzucker und ohne Natriumbicarbonat anwandten. 

Bei diesen Untersuchungen kam es uns nicht nur darauf an, 
ob eine bestimmte Substanz durch gewaschene Blutkérperchen 
in Milchséure umgewandelt wiirde, sondern es lag uns vor allem 
auch daran, einen Einblick in den Grad der Angreifbar- 
keit der einzelnen Substanzen durch Blutkérperchen zu ge- 
winnen. Wir haben daher ganz ahnlich, wie das in den Ver- 
suchen von Embden, Baldes und Schmitz (1. c.) geschah, die 
gleichen Blutkérperchen gleichzeitig auf verschiedene Zucker- 
arten einwirken lassen. Wir bestimmten zunichst den Milch- 
siuregehalt der Blutkérperchen unmittelbar nach dem Waschen 
und dann nach 90 Minuten langem Stehen im Wasserbade 
von 40° ohne Zusatz, sowie unter Zusatz der zu unter- 
suchenden Substanzen. Die Fiallung nach Schenck geschah, 
wo nicht ausdriicklich anderes vermerkt ist, unter siebenfacher 
Verdiinnung des Blutkérpervolumens. Beziiglich der weiteren 
Verarbeitung der Filtrate kann ganz auf die Angaben von 
Noordens verwiesen werden. 

Unsere Versuchsergebnisse an verschiedenen Kohlenhydraten 
sind in Tabelle I zusammengestellt. Die analytischen Belege 
zu diesen Ergebnissen finden sich in Tabelle III. 











Tabelle L 
Oppenheimer und Griesbach. 

re }s[ea[sle{7]/s8] 2 1 | mu | 12] 13 | 
Milchsaéure aus 100 ccm Blutkérperchen in mg 44 = Mehrbildung v. Milchsaure 
af : ——| 83S qa} imme durch 100 cem Blut- 
S leofort| mach 90 Minuten langem Stehen bei 22s © | kérperchen gegeniiber dem 
ia 40° unter Zusatz von st 28 _Leerversuch bei Zusatz von _ 
~ 14141 Sh | ¢| &| 2258 bs iaad : 
a Bo} S ia) a 

2 5 E 10 | wo wot | wf 20S vo SES] oS ioe oS | wS 
-] NS |S [eels (sb led lad ie] 2 eso] e3 |B) sd | ed 
a a BISEISS ISB |S EIS“ZISC“] B82 epMISE 1 OR SE los 
4le\/e}] 4] A] Al S| S| Bless aj al 2| 6s 

o|o| = | S| Ree | 

1 | 12,6 | 32,1 | 27,7 43,5} 416} — | — | 818 19,5 11,4 9,5 }j—j|— 
2 | — | 18,0 } 20,8 | 39,4 | 35,0 | 86,2 | 37,8 | 17,0 — 21,4 | 17,0 | 18,2 | 198 
3 411,38 24,3 | — | 45,4 | 31,5 | 27,1 | 53,6 | 24,3 13,0 21,1 7,2 | 2,8 | 29,2 
4 111,38 | 30,2 | 32,4 | 39.7); — | 384/ 38,7) — 18,9 9,5 hd 8 8,5 
5 | 88 | 20,8 | 22,4 | 87,5| — | 33,1|) 87,2); — 12,0 16,7} — | 12 16,4 

6 | 10,7 | 27,8) — | 580/548) — | —| — 17,1 30,2} 270); — _ 

7 1124 / 261) — | 355/871; — | — | — 13,7 94) 110); —}— 
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Aus Kolonne 2 der Tabelle I ist die Menge der in 100 ccm 
sofort verarbeiteter Blutkérperchen enthaltenen Milchsaéure er- 
sichtlich. Sie schwankt nur zwischen annahernd 9 mg in Ver- 
such 5 und 12,6 mg in Versuch 1. 

Nach 90 Minuten langem Stehen ohne Zusatz ist der 
Milchséuregehalt wesentlich gréBer: 18 mg in Versuch 2, in 
dem eine Bestimmung unmittelbar nach dem Waschen nicht 
ausgefiihrt wurde, bis 32 mg in Versuch 1. 

Vergleichen wir mit diesen Werten die in Kolonne 4 ver- 
zeichneten, die unter Zusatz von l-Arabinose zu den Blut- 
kérperchen erhalten wurden, so sehen wir nirgends eine auBer- 
halb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegene Beeinflussung 
der Milchsiurebildung durch diese Pentose (siehe auch Ta- 
belle III, Kolonne 5 und 6). Rechnerisch wurde in dem Ara- 
binoseversuch 1 merklich weniger, in den drei iibrigen etwas 
mehr Milchséure als in den entsprechenden Leerversuchen 
gebildet. 

Die Blutkérperchenversuche mit Arabinose bestitigen also 
das friiher von S. Oppenheimer gewonnene Ergebnis, dab 
Arabinose bei der Leberdurchblutung eine Steigerung der Milch- 
siurebildung nicht herbeifiihrt, sowie auch die von Levene 
und Meyer (Il. c.) an der Hand von Leukocytenversuchen neuer- 
dings erhaltenen Resultate. 

Die Kolonnen 5 bis 8 geben iiber die Milchsaiurebildung 
unter dem EinfluB von d-Glucose, d-Livulose, d-Mannose und 
d-Galaktose AufschluB. 

Die Milchséurebildung aus Liavulose in der durchbluteten 
Leber wurde bereits friiher von dem einen von uns dargetan 
(L.c.); in jiingster Zeit konnten dann Levene und Meyer (1.c.) 
zeigen, daB Lavulose, sowie auch Mannose und Galaktose durch 
Leukocyten zu Milchsiure abgebaut werden. 

Wie man sieht, ist eine Milchséurebildung aus den ge- 
nannten Hexosen in simtlichen Versuchen nachweisbar. 

Was den Umfang der Milchsaurebildung aus den einzelnen 
Sechskohlenstoffzuckern betrifft, so geben dariiber am besten 
die Kolonnen 11 bis 14 AufschluB, in denen berechnet ist, 
wieviel Milligramm Milchsiure pro 100 ccm Blutkérperchen 
mehr als im Leerversuch, d. h. also eben aus den genannten 
Zuckern gebildet wurde. 
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Die Milchséiurebildung aus zugesetztem Trauben- 
zucker schwankt zwischen 9 und 30 mg pro 100 ccm, die aus 
Liavulose ist rechnerisch in vier von fiinf Versuchen kleiner als 
die aus Traubenzucker (Versuche 1, 2, 3, 6) in einem Versuch 
(Versuch 7) etwas gréBer, jedoch nur in Versuch 3 liegt der 
Unterschied auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung. 

Immerhin scheint Lavulose durch gewaschene Hundeblut- 
kérperchen ein wenig schwicher als Dextrose in Milchsiure 
umgewandelt zu werden, wahrend sie in der durchbluteten 
Leber weitaus starker als Dextrose Milchsiure bildete. 

Die Milchsiurebildung aus Mannose (Kol. 7 und 13 der 
Tabelle I) erscheint in allen Fallen geringer als die aus Dex- 
trose, aber auch hier liegt die Titrationsdifferenz wieder nur 
in Versuch 3 (Tabelle III) sicher auBerhalb der Versuchs- 
fehler. 

Galaktose (Kolonne 8 und 14) erweist sich in drei Ver- 
suchen (Versuch 2, 4 und 5) als anniahernd ebenso starker 
Milchséurebildner wie Dextrose, in einem Falle (Versuch 3) ist 
sie der Dextrose entschieden iiberlegen, und zwar gerade in 
jenem Versuch, in dem die Milchséurebildung aus Livulose 
und Mannose besonders schwach ist. 

a-Glucoheptose (Kolonne 9) blieb in drei iibereinstim- 
menden Versuchen ohne jede Einwirkung auf die Milchsaure- 
bildung. 

Die Ergebnisse unserer Versuche an Nichtkohlen- 
hydraten, die zum gréBeren Teil an denselben Blutkérperchen 
wie die Versuche der Tabelle I vorgenommen wurden, gehen 
aus Tabelle II hervor. 

Inosit, der in Durchblutungsversuchen die Milchsaure- 
bildung in der Leber nicht zu steigern vermochte, war auch 
in drei von fiinf Blutkérperchenversuchen (Versuch 8, 11 und 15, 
Kolonne 5 und 10) ohne Einflu8 auf die Milchsaurebildung, 
in einem Versuch (12) ist seine Einwirkung kaum zweifel- 
haft, und in einem weiteren (Versuch 10) iiberaus deutlich. 
Hier steht der Inosit nicht hinter der Dextrose zuriick. Zur 
Erklarung des in den zwei letztbesprochenen Versuchen ver- 
schiedenen Verhaltens des Inosits bei der Durchblutung der 
Leber und gegeniiber gewaschenen Blutkérperchen ist daran 
zu erinnern, da8 die Milchsiurezerstérung bei der Leberdurch- 
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blutung weitaus starker als im Blutkérperchenversuch ist, so 
daB eine schwache Milchsiurebildung im Durchblutungsblut 
unter Umstinden nicht in Erscheinung tritt, worauf S. Oppen- 
heimer gerade gelegentlich seiner friiheren Inositversuche be- 
reits hingewiesen hat’). 



































Tabelle II. 
Oppenheimer und Griesbach. 
Stet ea [ere ee 8 | 9 | wo fu iee,..3 
~ |Milchsaure aus 100 ccm Blutkérperchen 2 #3 _ |Mehrbildung von Milch- 
in mg a 5a sfure in mg durch 
3 N ‘s _ 100 tae Rae ng enna 
£ | so- | nach 90 Minuten langem Stehen 2s Bs onan bel Gesete 
E | fort bei 40° unter Zusatz von an os von 
eo i) = Oo SL. 
- - - | «32 l Bemerkungen 
2l 3 3 © a |°2 r= 
= z z | w8 0s wo. we fe =e S to g we | we 
eS | N | eS [Heo |e) ws OBO Lae | ws [ee 
zl ° oloBics§g oa o> g bee oa l|o§ crs 
£ § ee S 3 3 & = <) 
° } mas 
ol | 19,2 | 2,0 
— 17,2) - tee 7 - sag at 
9} 12,6 | 32,1 | 43,5 — 31,8 | 32,8 19,5 11,4 — 0,7 |Zugleich Vers. 1 der 
| 46.9 29 6 Tabelle I. 
101 11,3 | 24,3} 45,4 43.2 — 42,4 13,0 21,1 | 18.9 18,1 |Zugleich Vers. 3 der 
. . Tabelle [. 
11] 10,7 | 27,8} 58,0 | 29,6 —_— _— 17,1 30,2 1,8 | — |Zugleich Vers. 6 der 
29.0 29 Tabelle I. 
12] 12,4 | 26,1 | 35,5 399 — 28,1 13,7 9,4 61 2,0 |Zugleich Vers. 7 der 
' . Tabelle [. 
13} 11,3 | 30,2 | 39,7 — 31,8 — 18,9 9,5 — — |Zugleich Vers.4 der 
Tabelle I. 
14] 8,8) 20,8) 37,5 — 24,3 ‘a 12,0 16,7 _ — |Zugleich Vers. 5 der 
| Tabelle I. 
15} 12,9 | 30,6; — 31,8 — | 30,6 17,7 — 1,3 0,0 
































d-l-Alanin, das in der durchbluteten Leber ein sehr 


starker Milchséurebildner ist, erwies sich in drei Versuchen (Ko- 
lonne 6 der Tabelle II) als ein fiir die Milchsiurebildung durch 
Blutkérperchen indifferenter Zusatz. 

Das gleiche gilt fiir die Mehrzahl der Versuche mit Gly- 
cerin, das ebenfalls in der Leber sehr stark zu Milchséure 
abgebaut wird (Tabelle II, Versuch 9, 12, 15, Kolonne 7 u. 11), 
in einem Versuch (Versuch 10) ist aber die Steigerung der 
Milchsaéurebildung durch Glycerin eine sehr erhebliche. 


1) 8. Oppenheimer, 1. c. S. 48. 
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Es handelt sich hier um den gleichen Versuch, in dem 
auch mehrere andere Substanzen sich abweichend von der 
Mehrzah] der mit ihnen angestellten Versuche verhielten’). 
Liavulose und Mannose wirkten hier ganz auffallend schwach, 
Galaktose dagegen weitaus stirker als gewdhnlich auf die 
Milchsaéurebildung ein, und auch Inosit und Glycerin, die in 
den iibrigen Versuchen kaum oder gar nicht als Milchséure- 
bildner in Betracht kamen, waren hier von ganz unzweifel- 
hafter Einwirkung. 

Allem Anschein nach handelte es sich um Blutkérperchen 
von abnormen biologischen Eigenschaften, und es wire von 
Interesse, den Ursachen dieses abweichenden Verhaltens nach- 
zugehen. 

Das optische Verhalten der aus den einzelnen Kohlen- 
hydraten entstehenden Milchsiure haben wir in dieser Ver- 
suchsreihe nicht untersucht. Fiir Dextrose, Lavulose und Gly- 
cerin konnte aber bereits in friiher veréffentlichten Durch- 
blutungsversuchen’), fiir Dextrose auch in Versuchen mit ge- 
waschenen Blutkérperchen*) und mit Leukocyten*) dargetan 
werden, daB sie ausschlieBlich in die natiirliche d-Milchsiure 
iibergehen. In einer bereits mehrfach erwahnten Arbeit haben 
dann Levene und Meyer festgestellt (1. c.), daB Lavulose — 
in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis unserer friiheren Durch- 
blutungsversuche — und auch Mannose durch Leukocyten 
ebenfalls nur in die d-Form der Milchsiure zerlegt werden. 

Die genannten Autoren erblicken darin einen Beweis gegen 
die von Embden, Baldes und Schmitz (1. c.) auf Grund 
ihrer Versuche aufgestellten Theorie, daB der Abbau des Trauben- 
zuckers unter intermediirer Bildung zweier Molekiile optisch 
aktiven Glycerinaldehyds erfolge, und daB bei der Umwandlung 
des optisch aktiven Glycerinaldehyds in d-Milchsiure die asym- 
metrische Natur dieser Substanz erhalten bleibe. 

Indem die genannten Autoren die von Embden, Baldes 
und Schmitz fiir Glucose geiuBerten Vorstellungen auf Laivu- 


1) Versuch 8 der Tabelle I und Versuch 10 der Tabelle II wurden 
mit den gleichen Blutkérperchen angestellt. 

*) Embden und Kraus, |. c. — 8S. Oppenheimer, 1. c. 

%) von Noorden, 1. c. 

*) Levene und Meyer, 1. c., 1912. 
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lose ibertragen, nehmen sie an, da diese Substanz in 1 Mol. 
natiirlichen Glycerinaldehyd und 1 Mol. Dioxyaceton zerfallen 
miisse. Von dem Dioxyaceton miiBte man den Ubergang in 
d-l-Milchsiure erwarten. 

Wir wissen nicht, ob tatsaichlich der Abbau der Liavulose 
unter Zerfall in natiirlichen Glycerinaldehyd und Dioxyaceton 
erfolgt, halten es aber fiir sehr méglich. 

DaB natiirlicher Glycerinaldehyd natiirliche Milchsdure 
bildet, ist ohne weiteres verstandlich. 

Aber auch Dioxyaceton, das von Hundeblutkérperchen, 
wie aus der eben erwahnten Untersuchung von Embden, 
Baldes und Schmitz hervorgeht, nur duBerst schwach in 
Milchsiure umgelagert wird, so daB die Feststellung ihrer 
optischen Beschaffenheit erhebliche Schwierigkeiten macht’), 
wird, wie ebenfalls bereits von den zuletzt genannten Autoren 
gezeigt wurde, in der kiinstlich durchstrémten Leber ausschlieB- 
lich in natiirliche d-Milchsiure umgelagert, eine Angabe, die 
augenscheinlich Levene und Meyer entgangen ist. 

Ebenso lagern auch Schweineblutkérperchen, die Dioxy- 
aceton weitaus stairker als Hundeblutkérperchen angreifen’), 
diese Substanz ausschlieBlich in natiirliche Milchsiure um’). 

Die Entstehung natiirlicher Milchsiure aus d-Livulose auf 
dem Wege iiber 1 Mol. natiirlichen Glycerinaldehyd und 1 Mol. 
Dioxyaceton (das seinerseits vielleicht wiederum zunichst in 
1 Mol. natiirlichen Glycerinaldehyd umgelagert wird) steht also 
mit den bisherigen Beobachtungen und den von Embden und 
seinen Mitarbeitern geaiuBerten Vorstellungen in bestem Ein- 
klange. 

Levene und Meyer haben nun aber auch fiir die d-Mannose 
den Abbau zu d-Milchsaure durch Leukocyten dargetan. 

Wiirde wirklich d-Mannose bei ihrem Abbau direkt in 
2 Mol. Glycerinaldehyd gespalten, so miiBte man auf Grund der 


1) In einem von Embden, Baldes und Schmitz verdffentlichten 
Versuche schien durch Hundeblutkérperchen aus Dioxyaceton d-l-Milch- 
séure gebildet zu sein. Doch war die Menge des so gewonnenen Zink- 
salzes so gering, daB die Autoren diesem Versuch ausdriicklich keine 
Beweiskraft zuerkennen. 

2) A. Loeb, diese Zeitschr. 50, 451, 1913. 

8) W. Griesbach, ebenda S. 465, Anmerkung. 
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Vorstellungen Embdens in der Tat annehmen, daB 1 Mol. na- 
tiirlicher und 1 Mol. unnatiirlicher Glycerinaldehyd und somit 
d-l-Milchsiure oder gar eine Milchséure von iiberwiegend un- 
natiirlicher Beschaffenheit gebildet wiirde. 

Es ist aber durchaus méglich, daB der Spaltung der d- 
Mannose eine Umlagerung in einen anderen Zucker, z. B. in 
d-Livulose oder d-Glucose voraufgeht. Wissen wir doch durch 
die Untersuchungen von Lobry de Bruyn und Alberda van 
Ekenstein’), wie auBerordentlich leicht unter der Einwirkung 
schwacher Alkalien die drei genannten Zucker ineinander um- 
gelagert werden, und ist doch durch Versuche von Neuberg 
und Mayer’) in einwandfreier Weise dargetan, daB Mannose 
auch im tierischen Organismus in Glucose umgelagert werden 
kann. In den in Frage kommenden Versuchen gelangte an 
Kaninchen verabreichte ]-Mannose zum Teil als 1-Glucose zur 
Ausscheidung. 

Wir glauben also, dab die bisherigen Beobachtungen von 
Levene und Meyer keineswegs mit den von Embden und 
seinen Mitarbeitern iiber den Abbau des Traubenzuckers ge- 
aiuBerten Anschauungen in Widerspruch stehen. 

Uberblickt man die bisher an verschiedenen Gewebsele- 
menten und Organen iiber den Verbrauch verschiedener Zucker- 
arten resp. iiber die Milchsiurebildung aus denselben angestellten 
Untersuchungen, so ergeben sich zum Teil sehr augenfallige 
Unterschiede. 

Von allen Sechskohlenstoffzuckern ist jedenfalls die d- 
Glucose am allgemeinsten durch tierische Gewebe angreifbar. 
Hinter ihr scheint, soweit das bisher untersucht wurde, d-Man- 
nose kaum zuriickzustehen. 

d-Liaivulose wird in der kiinstlich durchstrémten Leber 
weitaus leichter als Traubenzucker zu d-Milchsiure abgebaut’), 
ihr Abbau durch Blutkérperchen vom Hunde ist von ahnlicher 
GréBenordnung wie jener des Traubenzuckers. Durch den 
Kaninchendarm sowie das Herz dieser Tierart wird Lavulose 
iiberhaupt nicht angegriffen, wie aus den umfassenden Unter- 


*) Rec. d. trav. chim. d. Pays Bas. 14, 156, 203, 1895. 

*) C. Neuberg und P. Mayer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 
530, 1903. 

%) S. Oppenheimer, lL c. 
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suchungen von Rona und Neukirch’) hervorgeht, die den 
Parallelismus zwischen der Angreifbarkeit der einzelnen Zucker- 
arten durch den Kaninchendarm und ihrer Einwirkung auf die 
Darmtatigkeit dartun konnten. 




































































Tabelle III. 
Protokollauszug Oppenheimer und Griesbach. 

_ 2] 8s fae] s]6]7 [-8 |] 9 | 0] 1 | 12] 18] 
a 2a s = Bei derAldehydiiberfiihrung gebundene Menge ®/,,-Jodlésung in ccm 
a ig. af g |—————____ —— 
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. | i | vu | 
Maclean und Smedley’) erhoben beziiglich der Liavu- 
lose am Kaninchenherzen unabhangig von Rona und Neu- 
1) P. Rona u. P. Neukirch, Experim. Beitrige z. Physiol. d. Darmes. 





I. Mittlg.: Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 155, 1912. 
II. Mittlg.: ebenda 146, 371, 1912. 
Ill. Mittlg.: ebenda 148, 273, 1912. 
P. Neukirch und P. Rona, Beitrige z. Physiol. d. isolierten 
Saugetierherzens, ebenda 148, 285, 1912. 
*) H. Maclean and I. Smedley, The utilisation of different su- 
gars by the normal heart. Journ. of Physigl. 45, 462, 1913. 
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kirch den gleichen Befund, wahrend nach ihnen Livulose 
durch das Hundeherz unter Umstinden ebenso gut wie d- 
Glucose verwertet wird. 

Galaktose wird durch Leukocyten unter Milchsaurebildung 
sehr gut angegriffen (Levene und Meyer, 1. c.), durch Hunde- 
blutkérperchen, wie oben gezeigt wurde, annahernd ebenso gut 
wie Traubenzucker in Milchséure umgewandelt. Dieselbe Zucker- 
art wird dagegen vom Kaninchendarm weit schwacher als 
Dextrose verbraucht, waihrend das Kaninchenherz Galaktose 
ebenso wie Traubenzucker verwenden kann. 

Aus den genannten Beispielen geht zur Geniige hervor, 
daB die verschiedenen Gewebe derselben Tierart und auch das 
gleiche Gewebe verschiedener, einander nahestehender Tierarten 
ein und dieselbe Zuckerart bald stark, bald schwach oder gar 
nicht abbauen. Dariiber hinaus scheinen in den Versuchen 
dieser Arbeit Anhaltspunkte dafiir vorhanden zu sein, daB auch 
ein bestimmtes, von ein und derselben Tierart stam- 
mendes Gewebe beziiglich der Milchsiurebildung aus ein 
und derselben Substanz sich individuell recht verschieden 
verhalten kann. 








Uber das Verhalten der Brenztraubensaure im Tierkorper. 
II. Mitteilung. 
Von 
Gustav Embden und Max Oppenheimer. 
(Aus dem Stadtischen chemisch-physiologischen Institut, Frankfurt a. M.) 
(Hingegangen am 4. August 1913.) 


In einer friiheren Arbeit’) konnten wir zeigen, daB Brenz- 
traubensiure bei der Durchblutung der glykogenfreien Leber 
sich als ein, wenn auch nicht allzu starker und nicht vdllig 
regelmaBiger Acetessigsdurebildner erweist. Wir sprachen da- 
mals die Ansicht aus, daB die Acetessigsaurebildung eine auf 
dem Nebenwege des Kohlenhydratabbaues im Tierkérper liegende 
Reaktion sein miisse, indem der auf dem Hauptwege aus Brenz- 
traubenséure unter Kohlensaureabspaltung gebildete Acetaldehyd 
sich zu Aldol kondensiert, das dann in der bekannten Weise 
iiber £-Oxybuttersiure zu Acetessigsiure oxydiert wird. 

Die Untersuchungen von Embden und Schmitz?) zeigten 
weiterhin, da8 Brenztraubenséure und auch Milchséure in Form 
ihrer Ammoniaksalze beim Leberdurchblutungsversuche zum 
Teil in d-Alanin iibergehen, wahrend andererseits unter denselben 
Versuchsbedingungen nach Embden und Kraus*) Alanin in 
d-Milchséure umgewandelt wird. 

Ebenso wie fiir die Aminierung von Milchsaure zu d-Alanin 
nahmen wir in Ubereinstimmung mit den friiher von O. Neu- 
bauer‘) begriindeten Anschauungen fiir die Desaminierung von 


1) G. Embden und Max Oppenheimer, Uber den Abbau der 
Brenztraubensaure im Tierkérper. Diese Zeitschr. 45, 186, 1912. 

®) Embden und Schmitz, Uber synthetische Bildung von Amino- 
sduren in der Leber. Diese Zeitschr. 38, 393, 1912. 

*) Embden und Kraus, Uber Milchsaurebildung in der kiinstlich 
durchstrémten Leber. Diese Zeitschr. 45, 1, 1912. 

*) O. Neubauer, Arch. f. klin. Med. 95, 211, 1909. 
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Alanin zu d-Milchsiure Brenztraubensdure als Zwischenprodukt 
an. Wir betrachteten demnach diese Substanz als ein auf dem 
Hauptwege des Kohlenhydratabbaues, wie auch des Alanin- 
abbaues gelegenes Zwischenprodukt. 

Wenn nun unsere Auffassung speziell iiber den Abbau 
des Alanins richtig ist und der Weg von Alanin zu Milchsaiure 
iiber Brenztraubensaure fiihrt, so ist von vornherein wahrschein- 
lich, daB auch Brenztraubensiéure selbst im Tierkérper in Milch- 
siure umgewandelt werden kann, also auch die Etappe im 
Kohlenhydratabbau: Milchsiure —> Brenztraubenséure umkehr- 
bar ist. 

Fiir diese Annahme sprechen auch noch unverdffentlichte 
Versuche des einen von uns (Embden), bei denen es gelang, 
im Tierkérper Phenylbrenztraubensaiure in Phenyl-c-Milchsaure 
iiberzufiihren, des weiteren die Ergebnisse der Versuche von 
Paul Mayer’), der fand, da8 normal ernahrte Kaninchen nach 
Verabfolgung gréBerer Mengen Brenztraubensiure als Na-Salz 
im Harn u. a. auch Milchsaiure ausschieden. 

Dagegen gelang es Paul Mayer bei seinen weiteren Unter- 
suchungen*) an phlorizindiabetischen Tieren nicht, die Zucker- 
ausscheidung nach Darreichung von Brenztraubensaure zu er- 
héhen. Er fiihrte diesen MiBerfolg selbst auf eine durch die 
Brenztraubensaéure verursachte Nierenschidigung zuriick. 

Zum entgegengesetzten Resultate kommen in einer neuer- 
dings veréffentlichten Untersuchung Dakin und Janney’*), die 
das negative Ergebnis der Mayerschen Versuche auf Poly- 
merisation der angewandten Brenztraubenséure zuriickfiihren. 
Sie selbst erhielten bei Darreichung geeigneter Mengen Brenz- 
traubensdéure in Form ihres Na-Salzes an diabetische Tiere so- 
wie an Zuckerkranke eine bedeutende Menge ,,Extra-Glucose“, 
die ausblieb bei Anwendung polymerisierter Brenztraubensiure. 
Da sie dieselbe Zuckererhéhung auch bei Verabfolgung von 
Milchséure erhielten, nehmen sie auf Grund ihrer Versuchs- 


1) P. Mayer, Uber Brenztraubensdureglucosurie und iiber das Ver- 
halten der Brenztraubensaure im Tierkérper. Diese Zeitschr. 40, 441, 1912. 

*) P. Mayer, Weitere Untersuchungen iiber die Brenztraubensiure- 
glucosurie. Diese Zeitschr. 49, 486, 1913. 

*) H. C. Dakin and N. W. Janney, The biochemical relation be- 
tween pyruvic acid and glucose. Journ. of Biolog. Chem. 15, 177, 1913. 
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ergebnisse an, daB die Brenztraubensiure ihren Weg zu Glu- 
cose tiber Milchsiure nehmen miisse, was ganz mit der schon 
friiher von uns (l. c.) ausgesprochenen Ansicht iibereinstimmt. 

Ringer’) dagegen kommt in einer gleichzeitig erschienenen 
Arbeit zu dem Schlusse, daB in dem ProzeB des Alaninabbaues 
Brenztraubensaéure nicht das hauptsichliche Zwischenprodukt 
sein kénne und daB Alanin nicht der oxydativen Desaminierung 
unterliege, und zwar deshalb, weil Brenztraubensiure bei seinen 
Versuchen an phlorizinierten Hunden unregelmaBig und nicht 
in dem MaBe wie Alanin und Milchsaiure Glucose bildete. Doch 
scheinen uns die regelmaBig positiven Ergebnisse Dakins und 
Janneys beweisender zu sein als die schwankenden Resultate 
Ringers. 

Tschernorutzky*) wiederum dachte bei seinen Versuchen 
iiber die Umwandlung der Brenztraubensiure durch einzelne 
Organe an die Bildung von Milchsaiure, ohne diese jedoch nach- 
zuweisen. 





Tabelle. 
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6,7 g Brenz- |0,0234) 
traubensaure 0,0251 590242 
m. NH, neutr. 
6,0 g Brenz- |0,0340 0,0540 

traubensiure |0,0345}0-0542|q'9799)00681| + 0,0289| + 84 
m. NH, neutr. 
6,0 g Brenz- |0,0295 0,0599 

traubensdure |0,0242}00268\o'9¢9330:0601| + 0,0833) + 134 
m. NaOH neutr. 


10,0654] -+-0,0412| +170 





























Der direkte Beweis der Bildung von Milchséure aus Brenz- 
traubenséure im tierischen Organismus stand nach all dem 
noch aus, und wir suchten denselben daher durch den Nach- 
weis zu erbringen, daB Brenztraubensaure bei der Durch- 


1) A. I. Ringer, The réle of pyruvic acid in the intermediary 
metabolism of alanine. Journ. of Biolog. Chem. 15, 145, 1913. 

*) M. Tschernorutzky, Uber die Zerlegung von Brenztrauben- 
saure durch tierische Organe. Diese Zeitschr. 48, 486, 1912. 
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blutung der glykogenarmen Leber Milchsaure bilden 
kann. 

In einer Reihe von Durchblutungsversuchen, die an der 
Hundeleber nach 4tagigem Hunger der Versuchstiere vorge- 
nommen wurden, gelang es uns nun in der Tat, bei Zusatz 
von Brenztraubensiure zum Durchblutungsblute eine deutliche 
Erhéhung des Milchséiurewertes nachzuweisen. 

Wie die Tabelle zeigt, ist in Versuch 1 die Milchsaéure- 
menge fast auf das Dreifache gestiegen, in Versuch 2 beinahe 
auf das Doppelte und in Versuch 3 auf mehr als das Doppelte 
der vorgebildeten Menge. Verglichen mit der Milchsaéurebildung, 
die Embden und Kraus’) aus Alanin erhielten, ist die ab- 
solute Vermehrung von sehr ahnlicher GréBe, die prozentische 
in einem Versuche (2) die gleiche, in den beiden anderen so- 
gar erheblich héher: wihrend Embden und Kraus eine maxi- 
male Zunahme von 107°/, des Ausgangswertes erzielten, war 
unsere Héchstzunahme 170°), desselben Wertes. Diese stirkere 
Zunahme an Milchséure ist leicht erklarlich, steht doch die 
Brenztraubenséure in unserm Schema der Milchsiure niaher 
als das Alanin. 

Die aus dem Durchblutungsblute erhaltene Milchsiaiure 
war optisch aktiv, und zwar d-Milchséure, wie die Krystall- 
wasserbestimmung und die polarimetrische Untersuchung der 
Zinklactate zeigte. 

Das Lactat aus zwei Versuchen wurde nochmals in der 
iiblichen Weise umkrystallisiert und zuniachst zu einer Krystall- 
wasserbestimmung benutzt. . 


0,2615 g Substanz verloren . . . 0,0332 g Waser. 
Berechnet fiir d-milchsaures Zink 12,89°/, H,0. 
ee ee ae 12,69°/, H,O. 


Alsdann wurde das Zinksalz auf sein optisches Verhalten unter- 
sucht. 

0,2283 g wasserfreies Zinksalz wurden in Wasser gelést und unter 
Benutzung eines 3teiligen Apparates nach Landolt im 2-dem-Rohr 
polarisiert. 


Gewicht der Lésung....... 14,0240 g 
Spez. Gewicht (bei 28,59) .... 1,007 
Drehung der Lésung (bei 27°) . . —0,30° 


Prozentgehalt der Lésung .... 1,639 


) Lo. S. 16. 
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Daraus bereehnet 
[«)) =—9,15°. 


Eine zum Vergleiche mit reinem, aus Fleischextrakt dargestelltem 
Zinklactate hergestellte Lésung von fast derselben Konzentration gab 
einen sehr ahnlichen Wert: 


Gewicht der Lésung....... 36,3006 g 
enthaltend wasserfreies Zinklactat. 0,5749 g 
Spez. Gewicht der Lésung . ... 1,020 
Drehung der Lésung (bei 19°) . . —0,31° 
Prozentgehalt der Lésung .... 1,614 
Daraus berechnet 
[a] 1? — — 9,48°. 
Methodisches. 


Die Versuchsanordnung war genau dieselbe wie bei unserer 
ersten Mitteilung. Die fiir die Versuche frisch im Vakuum 
destillierte Brenztraubensiure (Kahlbaum) wurde teils mit 
Ammoniak, teils mit Natronlauge neutralisiert. Zur Durch- 
blutung, die in allen Fallen 1 Stunde dauerte, wurden jeweils 
1600 cem Rinderblut verwandt. Das Blut wurde nach dem 
Versuche in der iiblichen Weise nach Schenck gefillt, das 
Filtrat entquecksilbert und durchliiftet und nach dem Filtrieren 
je 1200 cem schwach sauer im Vakuum bei einer 50° nicht 
iibersteigenden Temperatur des HeiBwassers eingeengt und im 
Lindschen Apparate unter Zusatz von Ammonsulfat und Phos- 
phorsiure erschépfend ausgeathert. 

Wihrend die Weiterbehandlung des A-Blutes (Blut vor der 
Durchblutung) zum Zwecke der Uberfiihrung in das Zinksalz 
der vorgebildeten Milchséure in der iiblichen Weise erfolgen 
konnte, war fiir die Bestimmung der Milchséure des B-Blutes 
(i. e. des Blutes nach der Durchstrémung) eine Modifikation 
notwendig, da sich im Atherextrakte neben der Milchsiure un- 
veranderte Brenztraubensiure befinden konnte. 

Zur Trennung der Brenztraubensiure von der Milchsaéure 
wurde die auch schon von Neubauer’) zum gleichen Zwecke 
benutzte Eigenschaft der q-Ketonsiuren herangezogen, mit 
Natriumbisulfit Verbindungen einzugehen, die in Ather nicht 


1) Neubauer und Fromherz, Uber den Abbau der Aminosauren 
bei der Hefegirung. Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 320, 1911. — Vgl. 
auch Abderhalden, Biochem. Arbeitsmethoden 5, 1195. 
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léslich sind. Der mit krystallwasserfreiem Natriumsulfat ge- 
trocknete und filtrierte Atherextrakt, der Brenztraubensaure 
und Milchséure nebeneinander enthielt, wurde, nach dem Ab- 
destillieren des Athers unter dem iiblichen Zusatze von zirka 
40 com Wasser, mit 40 com 20°), iger Natriumbisulfitlésung ver- 
setzt und nach etwa 1stiindigem Stehen unter entsprechender 
Verdiinnung und nach Zusatz von 90 g Ammonsulfat weitere 
40 Stunden mit Ather extrahiert. Dann wurde die Ather- 
lésung in der friiher beschriebenen Weise weiterbehandelt und 
schlieBlich das Zinklactat zur Wagung dargestellt. Das ge- 
wonnene Zinklactat wurde wiederholt umgelést, um es vor der 
Wiigung noch von Spuren eines unléslichen, weiBen, flockigen 
Riickstandes zu befreien. Bei einem Versuche wurde sogar 
zur besonderen Sicherheit noch eine dritte Atherextraktion des 


bereits dargestellten Lactates vorgenommen. DaB auf diese 
Weise das gewogene Zinklactat vollig frei war von Brenz- 
traubensiure, beweist neben dem Analysenresultate auch der 
Umstand, daB8B seine essigsaure Liésung mit p-Nitrophenyl- 
hydrazin keinen Niederschlag des Hydrazons gab, das bei 
Gegenwart von Brenztraubensaure hatte entstehen miissen. 


DaB die schlieBlich als Zinksalz gewogene Milchsiure 
wirklich wahrend der Leberdurchblutung und nicht erst durch - 
die nachfolgende chemische Verarbeitung entstanden ist, be- 
weist mit voller Sicherheit seine Eigenschaft als reines d-Lactat. 
Aus dem Auftreten reiner d-Milchsiure wahrend der Durch- 
blutung geht auch mit aller Bestimmtheit hervor, daB die 
Milchséure durch die Tatigkeit der tierischen Zellen und nicht 
durch irgendwelche bakterielle Verunreinigung, die bei den 
1stiindigen Versuchen ohnehin nicht in Betracht kommen 
konnte, gebildet wurde. 











Einflu6 chronischer Unterernahrung auf den Stoffwechsel. 


Versuche von 8. Morgulis (Harward University, Cambridge 
Mass.) und M. Diakow (St. Petersburg). 


Referiert von 
N. Zuntz. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen 
Hochschule zu Berlin.) 


(Eingegangen am 11. August 1913.) 


Im Beginn des Jahres 1912 itibernahm Dr. Morgulis die 
Ausfiihrung einer Versuchsserie am Hunde, welche iiber den 
EinfluB méglichst protrahierter Unterernahrung auf den Energie- 
bedarf des Tieres AufschluB geben sollte. Wir wissen, daB bei 
volistandiger Nahrungsentziehung der Erhaltungsumsatz nicht 
einmal in gleichem MaBe wie das Kérpergewicht absinkt; nur 
in sehr vorgeriicktem Stadium des Hungers machte sich ein ge- 
wisser NachlaB der Verbrennungsprozesse bemerkbar’). 

In vieler Hinsicht fiir die Pathologie bedeutungsvoller als 
der absolute Hunger sind die Zustainde der Unterernahrung, 
in denen dauernd weniger Nahrung zugefiihrt wird, als dem 
Bedarf entspricht und sich demzufolge ein allmahlicher Verzehr 
der Organbestandteile vollzieht. Man hat wohl vielfach an- 
genommen, da8 unter solchen Umstianden eine allmahliche An- 
passung des Stoffwechsels an die ungeniigende Zufuhr statt- 
finde, daB also der Kérper sich der verminderten Ernahrung 
in seinem Verbrauche anpasse, ahnlich wie etwa beim Winter- 


1) v. Noorden, Pathol. d. Stoffw. I, S. 480. — Brugsch in 
Oppenheimers Handb. d. Biochem. IV, 1, 8. 285; Loewy, ebenda S. 173. 
— Benedict, Influence of inanition on Metabolism, Washington 1907, 
wo die Literatur am vollstandigsten verarbeitet ist. — Rubner, Gesetze 
des Energieverbrauchs. Leipzig 1902. S. 296ff. 
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schlafer eine Anpassung an lange dauernde Hungerzustainde 
besteht. 

Von exakten hierher gehérigen Versuchen méochte ich 
den von Caspari im hiesigen Institut an Hauptmann H. aus- 
gefiihrten erwihnen’). Hier sank bei monatelang durchgefiihrter 
ausschlieBlicher Ernahrung mit taglich 1 kg Friichte (Weintrauben, 
Apfel, Feigen) die Stickstoffausscheidung im Harn bis auf 
2,185 g pro Tag, waihrend der Brennwert der resorbierten, fast 
nur aus Kohlenhydraten bestehenden Nahrung bis auf 12 Cal 
pro Kilogramm und Tag in Periode I zuriickging. 

Die GréBe des Erhaltungsumsatzes lieB sich leider nicht 
genau feststellen, weil die Respirationsversuche an der Unruhe 
des Mannes scheiterten. Gerade diese Liicke unseres Wissens 
veranlaBte mich, Herrn Dr. Morgulis die Bearbeitung des 
Themas anzuraten. Der Versuch wurde an einer in mittlerem 
Ernahrungszustande befindlichen Hiindin damit begonnen, da 
man an ihr einige Respirationsversuche von langerer Dauer bei 
einer den Bedarf annihernd deckenden Ernahrung ausfiihrte; 
dann begann die Unterernahrung, die aber lange nicht so weit 
hinter dem Bedarf des Tieres zuriickblieb als in den ersten 
Perioden des Casparischen Versuchs an H. 

Der exakte Versuch begann am 25. Januar 1912 bei einem 
Kérpergewicht von 10,0 kg und endete mehr als 1 Jahr spater 
am 12. Februar 1913 mit dem Tode des Tieres bei einem Ge- 
wicht von 4,19 kg, d. h. nach Verlust von 58,1°/, des Anfangs- 
gewichts. Das niedrigste Gewicht, 3,97 kg, entsprechend 60,3°/, 
Verlust, wurde am 2. Februar gefunden. Der Gewichtsverlust 
bis zum Tode ist starker als er in der Regel bei akuter In- 
anition beobachtet wurde, und kommt dem héchsien hierbei 
festgestellten von 65°), nahe*), obgleich das Tier zu Beginn 
des Versuchs durchaus nicht fett war. Schon langere Zeit vor 
dem Ende blieb die K6érpertemperatur des Tieres erheblich 
unter der Norm. 

Uber die erste von Herrn Morgulis studierte halbjahrige 
Periode gibt Tabelle I Auskunft. 


1) W. Caspari, Physiologische Studien iiber Vegetarismus. Arch. 


f. d. ges. Physiol. 109, 487. 
*) Kumagawa und Miura, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1888, 431. 


Tabelle I. 
Ubersicht der Stickstoffbilanz und des Gaswechsels des Hundes. 
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Sie enthalt neben den nétigen Daten iiber die Ernihrung 
und das Kérpergewicht das Endergebnis von 5 Versuchsreihen, 
in denen durch Bestimmung der Ausscheidungen in Harn und 
Kot die Stickstoffbilanz ermittelt wurde, sowie die wesentlichsten 
Daten von 9 Respirationsversuchen, die im kleinen Regnault- 
Reiset-Apparat des Instituts am niichternen Tiere ausgefiihrt 


wurden. 

Zur Kritik dieser Versuche dient die Angabe der letzten Kolonne 
iiber die Stickstoffbilanz im Respirationskasten. Wir wissen mit Sicher- 
heit, daB die Versuchstiere weder gasférmigen Stickstoff ausscheiden noch 
aufnehmen. Die Differenz zwischen den am Anfang und SchluB8 des 
Versuchs gefundenen Stickstoffmengen sind also (natiirlich nach Beriick- 
sichtigung des mit dem Sauerstoff in den Kasten eingefiihrten Stick- 
stoffs) ein Ma®B der Versuchsfehler. Diese Fehler sollten, selbst wenn 
die Fehler der Analyse am Anfang und am Ende des Versuchs sowie 
bei der Kontrolle des eingestrémten Sauerstoffs alle im selben Sinne 
gelegen hiatten, nicht +150 ccm iibersteigen. Die Fehler durch unvoll- 
kommenen Ausgleich der Temperatur sind bei unserem jetzigen Ver- 
fahren, den Versuch erst zu beginnen, nachdem die Luftzirkulation und 
die Absorption der Kohlensiure in der Lauge wenigstens eine halbe 
Stunde im Gange ist, sehr gering, und sie kénnen kaum gréBere Fehler 
als +200 ccm N bedingen. Diese Fehler kann man fiir die Berechnung 
der Sauerstoffaufnahme ausgleichen, wenn man annimmt, daB8 ent- 
sprechend dem infolge Fehlers der Temperaturmessung falsch gefundenen 
Stickstoff etwa */, dieser Stickstoffmenge an Sauerstoff in gleichem Sinne 
falsch gefunden wurde. 

Nun sind aber die Fehler der Stickstoffbilanz in Versuch 1, 4 und 5 
bei weitem gréBer, als man sie nach vorstehendem erwarten sollte. Es 
ist wahrscheinlich, daB hier im Laufe des Versuchs Luft aus dem Kasten 
entwichen ist. Obwohl der Apparat allseitig unter Wasser versenkt ist, 
konnte ein Austreten feiner Gasbliischen besonders deshalb der Beob- 
achtung entgehen, weil das auBere Wasser bestaindig mit Hilfe von PreB- 
luft durchmischt wird. Deshalb wurde in neuester Zeit stets diese Durch- 
mischung zeitweilig unterbrochen, der Uberdruck im Kasten durch Ein- 
treiben von Sauerstoff gesteigert und nun sorgfaltig kontrolliert, ob 
irgendwo Luftblasen aufstiegen. 

Wenn die gegebene Erklirung fiir die negative Stickstoffbilanz 
richtig ist, muB mit dem Stickstoff etwa *'/, seines Volumens Sauerstoff 
entwichen sein, und der Sauerstoffverbrauch wurde um ebensoviel zu 
hoch gefunden. Das waren in Versuch 1 etwa 454 com Sauerstoff, d. h. 
der Verbrauch von 6 Minuten. Da der Versuch 493 Minuten dauerte, 
bedeutet der Fehler 1,2°/, des Sauerstoffverbrauchs; etwas gréBer ist der 
Fehler in dem kiirzer dauernden Versuch 5, hier entspricht er dem 
Sauerstoffverbrauch von 8 Minuten, und die Korrektur wiirde den Sauer- 
stoffverbrauch um 2,24°/,, d.h. von 7,40 cem auf 7,23 ccm pro Kilo- 
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gramm und Minute erniedrigen. Der respiratorische Quotient wiirde 
durch diese Korrektur von 0,66 auf 0,675 erhdht. 

In einigen Fallen (Versuch 11 und 12), wo zuviel Stickstoff gefunden 
wurde, ist wahrscheinlich etwas Luft an der Dichtung der Ventilatorachse 
eingedrungen. 

Weiter ist zum Verstindnis der Tabelle anzufiihren, da8 
die Calorienzufuhr berechnet wurde, indem man ansetzte: 

100 g Pferdefleisch = 113 Cal 
100 g Reis = 357 » 

Bei der Berechnung der Energieabgabe, die jedoch fiir die 
ganze Versuchszeit nur eine annihernd genaue sein konnte, 
weil das Tier wohl schwerlich im Respirationsapparat genau 
dasselbe AusmaB von Bewegungen vollfiihrte wie in seinem 
Stall, wurde auf den wechselnden respiratorischen Quotienten 
keine Riicksicht genommen, vielmehr immer 1 ccm Sauerstoff 
gleich 4,77 Cal gerechnet. Das Auftreten von respiratorischen 
Quotienten, die unter dem Werte der Fettverbrennung liegen 
(Versuch 1 bis 5), und wieder Versuch 10 ist eine Erscheinung, 
die wir an hungernden Menschen und Tieren bei direkter 
Untersuchung der Lungenatmung ebenso wie im Regnault- 
Reiset-Apparat beobachten und welche besonders hervortritt, 
wenn die Versuchsindividuen absolute Muskelruhe beobachten*). 
Zur Berechnung des Umsatzes auf die Kérperoberfliche (Kol. 19) 
diente der Meehsche Faktor 11,3. 

Die ersten Respirationsversuche wurden absichtlich bei 
niedrigen Temperaturen (vgl. Kolonne 7), die etwa der Durch- 
schnittstemperatur von Tag und Nacht im Tierstall entsprachen, 
ausgefiihrt; so muBten sie den wahren Verbrauch des Tieres 
zum Ausdruck bringen, der nur durch die zur Zeit des Re- 
spirationsversuchs beendete Verdauungsarbeit bei dem anfing- 
lichen Futter von 150g Fleisch und 80 g Reis um noch etwa 
55 Cal pro Tag erhOht wurde; so haben wir im Mitte] der drei 
ersten Respirationsversuche 553 +- 55 = 608 Cal-Verbrauch 

gegen 465 » ind. Nahrung 
taigliche ZubuBe des Korpers = 143 Cal. 


1) Vgl. Untersuchungen an zwei hungernden Menschen. Virchows 
Archiv 131. Suppl. 1893. Ferner zahlreiche Versuche aus dem hiesigen 
Institut an hungernden Hunden, besonders nach ausschlieBlicher Fleisch- 
und Fettkost, sowie demnichst im Arch, f. d. ges. Physiol. erscheinende 
Versuche von Gerhartz am Huhn. 

Biochemische Zeitschrift Band 55. 23 
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Trotz dieses Mangels an Niahrmaterial bestand in der 
ersten Zeit Stickstoffansatz, der mehr als den Nachwuchs der 
Epidermisgebilde deckte, spiter N-Gleichgewicht. 

Das Defizit an Brennmaterial wurde also ausschlieBlich 


durch Kérperfett gedeckt, dessen Verlust auf taglich = 15g 


zu veranschlagen ist, also 450 g fiir den Monat. Dem ent- 
spricht, daB das Koérpergewicht zwischen 10,05 und 9,65 kg 
schwankte. Nunmehr wurde das Futter erheblich reduziert auf 
60 g Fleisch und 35 g Reis, wobei die Verdauungsarbeit auf 
23 Cal zu veranschlagen ist. Das Caloriendefizit betragt in 
Versuch 5 197 Cal-- 23 Cal=—220Cal. Nunmehr ist die N- 
Bilanz schwach negativ —0,136, so da8 wir mit den Epi- 
dermisverlusten die tagliche N-Abgabe des Kérpers auf 0,3 g 
veranschlagen konnen, das entspricht 9 g Fleischverlust gleich 7,5 Cal 
aus Fleisch, es sind also noch 212,5 Cal zu decken, wozu 22,4 g 
K6rperfett gebraucht werden. Der Gewichtsverlust sollte also 
tiglich 31,4 g oder in den 54 Tagen vom 23. Februar bis 
18. April 1696 g betragen; 9,65—1,70 = 7,95 kg; faktisch war 
das Gewicht am 18. April gleich 7,78 kg. 

Jetzt wurde die Fleischmenge um 5 g erhéht; trotzdem 
wurde die N-Bilanz etwas starker negativ — 0,21 g pro die. 
Wir werden also den N-Verlust des Koérpers auf 0,4 g veran- 
schlagen, entsprechend 12 g Fleisch und 10 Cal. Der Energie- 
verbrauch ist auf 355 Cal, also der Tagesverlust auf 152 Cal 
zu veranschlagen oder zuziiglich 23 Cal Verdauungsarbeit 
175 Cal, wovon 165 durch Fett zu decken sind gleich 17,4 g 
Fett, also zuziiglich 12 g Fleisch, ein Gewichtsverlust von 
29,4 g gleich 412g in 14 Tagen, die, vom berechneten Ge- 
wicht am 18. April (7,95 kg) abgezogen, das Gewicht auf 7,53 kg 
berechnen lassen; faktisch war das Gewicht am 2. Mai gleich 
7,55 kg. 

Jetzt wurde die Fleischration wieder auf 60 g reduziert, 
trotzdem gestaltete sich die N-Bilanz giinstiger (— 0,033 g pro 
die), so daB wir mit einem wirklichen N-Verlust von 0,2 g pro 
die zu rechnen haben, entsprechend 6 g Fleisch mit 5 Cal. 

Fiir die Energiebilanz kommen die zwei mit Ausschaltung 
der chemischen Warmeregulation durchgefiihrten Versuche 7 
und 8 nicht in Betracht. Wir mitteln 
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Versuch 6 mit 152 Cal Verlust pro die 
und » 9 » 171 » ” » on 
Mittel 161 Cal Verlust pro die. 


Hierzu kommen 
fiir Verdauungsarbeit 23 » 

also im ganzen 184 Cal 

ab fiir EiweiB 5 » 
aus Fett zu decken . . 179 Cal==18,8 g Fett, so daB zuziig- 
lich 6 g Fleisch ein taglicher Verlust von 24,8 g zu erwarten 
ist, also fiir die 49 Tage bis 20. Juni 1215 g: 7,53 — 1,215 
= 6,315; faktisch war das Gewicht am 20. Juni 6,96, also der 
Verlust viel geringer als berechnet. 

Das diirfte sich daraus erklaren, daB das Tier am 20. Juni 
(Versuch 9) sehr unruhig war und deshalb fiir die Oberflichen- 
einheit 74 Cal mehr brauchte als in Versuch 6 bei ahnlicher 
Temperatur. Es kommt hinzu, daB inzwischen Sommerwarme 
eingetreten war, das Tier sich also durchschnittlich in viel 
warmerer Luft befand als in den Respirationsversuchen 6 und 9. 
Wir werden deshalb ein richtigeres Bild des Stoffwechsels ge- 
winnen, wenn wir Versuch 6, 7 und 8 mitteln, d. h. einen Ver- 
such bei niedriger und zwei bei hoher Temperatur, welche die 
chemische Wirmeregulation ausschlieBt. Wir haben dann im 


Mittel 
eine Abgabe von. . . . 325 Cal 


» Zufuhr » ... .199 » 
also Verlust . 126 Cal 

dazu fiir Verdauungsarbeit 23 » 
149 Cal. 


Wir werden ferner annehmen miissen, da in dieser ganzen 
Periode N-Gleichgewicht herrschte, also kein K6rperfleisch ver- 
loren ging; dann entspricht den 149 Cal ein taglicher Verlust 
von 15,7 g Fett oder 769 g in den 49 Tagen bis zum 20. Juni, 
wodurch das Gewicht von 7,53 auf 6,76 kg vermindert wiirde. 
Es betrug in Wirklichkeit am 20. Juni etwas mehr, 6,96 kg, 
durchaus entsprechend der Annahme, da8 in dieser ganzen Zeit 
kein N-Verlust stattfand. 

Von diesem: Tage an wurde die Fleischration und der 


Reis um je 5g vermindert. Die Calorienzufuhr sank dadurch 
23* 





Tabelle II. 





chronischen Unterernihrung. 


Respirationsversuche in der spateren Zeit der 
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*) Zum bisherigen Futter 10 g Schm 


auf 169 Cal, die Ver- 
dauungsarbeit auf 21Cal. 
Die vom Kérpermateria! 
zu bestreitende Energie- 
menge betrug, wenn wir 
entsprechend der Som- 
mertemperatur den bei 
32° ausgefiihrten Re- 
spirationsversuch vom 
20. Juli zugrunde legen, 
297 + 21— 169 = 149 
Cal. Die Stickstoffbilanz 
wurde in dieser Periode 
nicht ermittelt. Aus der 
geringeren Abnahme des 
KG6rpergewichts aber er- 
gibt sich, daB noch 
immer N-Gleichgewicht 
bestand. Dem Verlust 
von 149Cal. entsprechen 
15,7 g Fett pro Tag oder 
471 g fiir die 30 Tage 
bis zum 20. Juli, da- 
durch wiirde das fiir 
den 20. Juni berechnete 
K6rpergewicht von 6,76 
auf 6,29 kg oder das 
an diesem Tage faktisch 
vorhandene 6,96 auf 
6,49 kg absinken. Das 
Gewicht am 20. Juli lag 
zwischen diesen beiden 
Zahlen bei 6,36 kg. 
Vom 20. Juli bis 
21. November wurde das 
Tier mit dem in gréBerer 
Menge __ konservierten 


Futter der letzten Reihe 
regel- 


ernahrt unter 
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maBiger Zugabe von taglich 2 g Salzmischung (NaCl +- K,HPO, 
-+-Ca,CO, +-Fe,O,). Am 10., 11. und 12. Oktober ermittelte 
ich das Koérpergewicht zu 5,50, 5,55, 5,50 kg, es hatte also 
ein Verlust von 0,84 kg stattgefunden. Am 18. Oktober be- 
trug das Gewicht 5,45 kg. An diesem Tage machte Dr. Dia- 
kow den ersten der in Tabelle II zusammengestellten 5 Re- 
spirationsversuche; bei AusschluB der chemischen Warme- 
regulation stellte sich der Verbrauch auf 265,2 Cal. Der 
Verbrauch fiir die ganzen 90 Tage (20. Juli bis 18. Oktober) 
betragt in minimo das Mittel jener beiden Respirationsversuche 
297 + 265 “ : 
an 281 Cal +- 21 Cal fiir Verdauungsarbeit — 302 Cal, 
also bei 169 Cal Zufuhr ein tiagliches Manko von 133 Cal, das 
durch 14 g Korperfett zu decken wire. Wir hatten also einen 
Fettverlust von 14>< 90== 1260 g zu erwarten. Der Gewichts- 
verlust betrug 6,36—5,41 = 0,95 kg. Abermals bleibt also der 
Gewichtsverlust sogar hinter der Zahl zuriick, die wir bei aus- 
schlieBlicher Beanspruchung des Kérperfettes erwarten miBten; 
es kann also keinem Zweifel unterliegen, daB der Koérper 
in diesem Stadium der chronischen Unterernahrung 
wesentlich wasserreicher wird. Wir kénnen daher mangels 
direkter Bestimmung der Stickstoffbilanz nichts iiber den 
N-Verlust des Kérpers, also iiber den Grad der Beanspruchung 
der stickstoffhaltigen Gewebe, aussagen. 

Die Nahrungszufuhr blieb unverandert bis zum 8. Januar 
1913. Das Verhalten des Kérpergewichts in diesen 82 Tagen 
zeigt Tabelle III. Der Gewichtsverlust betragt 1400 g gleich 17,1 g 
pro Tag. Wenn wir das Mittel der Respirationsversuche 11 
bis 13 nehmen, finden wir im niichternen Zustande und bei 
Ausschaltung der chemischen Warmeregulation einen Verbrauch 
von 231 Cal bei 169 Cal Zufuhr. Der vom Kérperbestand zu 
deckende Mehrverbrauch betragt also 62 Cal -+- 21 Cal fiir Ver- 
dauungsarbeit gleich 83 Cal, die durch 8,7 g Kérperfett gedeckt 
werden konnten. Hinzu kommt die Steigerung des Verbrauchs 
infolge der niedrigen Umgebungstemperatur. Wir kénnen die- 
selbe aus dem Vergleich der bei 30 bis 32° ausgefiihrten Re- 
spirationsversuche mit denen bei 15 bis 16° berechnen. Letztere 
(5, 6 und 9) ergeben im Mittel 50,2 Cal pro Kilogramm, erstere 
(7, 8 und 10) 44,4 Cal. Die niedrigere Temperatur bedingt also 
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Tabelle III. 


Verhalten des K6érpergewichts. 




















Monat Gewicht Monat | Gewicht Monat | Gewicht 
Oktober | November | Dezember | 
26. 5,19 19. 5,14 13. 4,76 
27. 5,22 20. 5,10 14. 4,73 
28. 5,20 21. 5,10 15. 4,70 
29. 5,19 22. — 16. 4,67 
30. 5,19 23. = 17. | 4,65 
31. 5,10 24. 5,10 18. 4,62 
, | 25. 5,08 19. 4,60 
ws wey 26. 5,08 20. 461 
9 517 27. 5,05 21. 4,55 
3 518 28. 5,06 22. 4,58 
4 516 29. 5,02 23. 4,57 
i a 30. 4,80 24. 4,55 
5. 5,15 25 454 
6. 5,13 Dezember 26. 450 
7 | 5,10 1. 4,85 j 
27. 4,45 
8. | oe 2. 4,80 P 
& 28. 4,43 
9. ),28 3. 4,85 : 
rie m4 29. | 4,42 
10. | 9,17 4. | 4,85 ‘ | 2° 
30. 4,38 
1 1. j D, 14 5. om» 31 | 4 33 
12. 5,12 6. 4,85 : “il 
13. | 5,10 7. 4,80 Januar | 
14. | 5,20 8. 4,79 1. 4,30 
15. 5,15 9. 4,82 2. | 4,30 
16. 5,17 10. | 481 3. 4.28 
17. 5,15 11. | 4,78 4. 4,27 
18, 5,12 12. 4,75 5. 4,26 








Nur am 22. November wurden Fleisch und Reis weggelassen und 
dafiir 25 g Schmalz verabreicht (237 Cal statt 169). 


fiir das jetzt etwa 5 kg wiegende Tier einen Mehrverbrauch 
von 5 >< 5,8 = 29,0 Cal gleich 3 g Fett. Der gesamte Energiebedarf 
entspriche also 11,7 g Kérperfettverlust. Der Gewichtsverlust 
von 17,1 g spricht also in dieser langen Periode entschieden 
fiir stirkere Beanspruchung der N-haltigen Gewebe, wenigstens 
in einem AusmaB von 6 g Fleisch gleich 0,2 g N pro Tag. Wenn 
die in der vorigen Periode angedeutete Anreicherung des K6r- 
pers mit Wasser, wie wahrscheinlich, noch andauert, wiirde der 
EiweiBverlust noch héher zu bemessen sein. Am 8. Januar 
zeigte das Tier hochgradige Schwiiche, und die Kérpertemperatur 
betrug 35,75°. Der Tod schien bevorzustehen, und es wurde 
deshalb an den nachsten zwei Tagen die Fleischration verdoppelt, 
worauf das Befinden des Tieres wieder ein gutes wurde. Es 
blieb aber die von jetzt ab morgens und abends regelmaBig 
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gemessene Korpertemperatur fast stindig hinter der normalen 
des Hundes (iiber 38°) zuriick. Durch Zulagen von Fett und 
gelegentlich, wenn das Tier besonders matt schien, von Fleisch, 


wurde jetzt fiir Ernahrungsgleichgewicht gesorgt. Wie Tabelle IV 
Tabelle IV. 


Kérpergewicht, Temperatur und Zulagen zum Tagesfutter. 





Temperatur 


Monat | Gewicht Zulage zum regularen Futter ') 
morgens | abends | 








= — — —_ ae —_—————— 


Januar | 

8. | : 35,75 | 36,9 
9. 1! 36,2 87,6 
10. A: 37,7 88,0 
11. : 37,5 37,4 
12. 0: 87,5 37,6 
13. : 38,2 37,9 
14. Rt 38, 37,7 
15. i ‘ 37,7 
16. ¢ 87, 87,3 
17. ' 37,1 
18. E 37,1 


5! Pferdefleisch 
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oonvnooocoucr 


RAHRRBRRK i] 
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Schmalz 
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et et et 
RweR RRR WK 


_— 


+ 55 g Pferde- 
fleisch 
Schmalz 


37,5 
87,5 
37,5 
37,5 
37,5 
37,5 
37,5 
38,7 37,5 
36,7 36,7 
36,7 36,7 
36,5 36,7 
37,4 37,2 
36,5 36,3 
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» +55 g Pferde- 
fleisch 
Schmalz 


37,1 37,5 


37,1 37,8 
37,7 37,5 
37,7 37,7 
| 37,7 37,6 
37,7 37,5 
37,5 37,5 
‘ 37,4 37,3 
> 37,5 37,3 
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12. 35,2 | gestorben 


1) Das regulire und stets restlos verzehrte Futter war 55 g Pferde- 
fleisch, 30 g Reis und 2 g Nahrsalz. 
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zeigt, nahm das Kérpergewicht in den 35 Tagen bis zum Tode 
am 12. Februar nicht weiter ab, die subnormale Temperatur 
aber blieb, wenn auch mit gewissen Schwankungen, bestehen. 
Nur einmal, am 26. Januar, wurden 38,7° gemessen. Die Ver- 
doppelung der Fleischration, die unter dem Eindruck hoch- 
gradiger Mattigkeit des Tieres am 8. und 9. und 18. Januar, 
sowie am 1. und 11. Februar erfolgte, hatte die ersten Male 
eine sichtliche Kraftigung zur Folge; am 11. Februar aber blieb 
diese aus, trotzdem die Nahrung anstandslos verzehrt wurde, 
und das Tier starb unter stetem Absinken der Kérpertempe- 
ratur am folgenden Tage. — Das Bemerkenswerteste in dieser 
letzten Phase der chronischen Unterernahrung ist die Steige- 
rung des Energiebedarfs trotz abnorm niedriger Kérper- 
temperatur und ganz ruhigen Verhaltens des Tieres 
in dem auf ca. 30° erwirmten Respirationskasten. 

Diese Steigerung betrigt am 18. Januar, verglichen mit 
dem Mittel von Versuch 12 und 13, volle 45°/,, am 29. Januar 
gar 57,1°/,, obwohl in dem Vergleichsversuch 12 vom 24. Ok- 
tober das Tier zeitweise unruhig war. 

Wenn wir den Verbrauch in dieser Periode starkster Unter- 
ernihrung mit dem Bedarf des normalen Tieres vor einem Jahr, 
als sein Gewicht 2*/, mal so groB war, vergleichen, finden wir 
allerdings die absoluten Zahlen erheblich geringer, 268 Cal gegen 
533 Cal im Mittel der Versuche 1 und 3 (Versuch 2 muB wegen 
Unruhe hier ausgeschaltet werden), aber pro Kilogramm haben 
wir beim ausgehungerten Tier 64,9 Cal gegen 54,7 Cal in Ver- 
such 1 und 3. Dabei ist zu bedenken, daB letztere Versuche 
bei einer Temperatur von. 18,75° resp. 15,30°, also unter 
Beanspruchung der chemischen Warmeregulation ausgefiihrt 
wurden. 

Aus dem Vergleich der Versuche 7, 8 und 10 mit 5 und 6 
(9 ist wegen Unruhe auszuschalten) ergibt sich, daB der Bedarf 
in der Kilte um 4,2 Cal gesteigert ist, daB also bei Ausschaltung 
der chemischen Warmeregulation sich der Bedarf pro Kilogramm 
anfangs auf 50,5 Cal gestellt hatte, gegen 64,9 Cal im letzten 
Versuch. 

Ob es berechtigt ist, den Energiebedarf durch Multiplikation 
von Pi mit einem konstanten Faktor auf die Kérperoberflache 
zu reduzieren, méchte ich fiir zweifelhaft halten. Tun wir es, 
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so muB wieder von dem Anfangsbedarf = 1035 Cal 


1024 + 1046 
2 


der Einflu8 der niedrigen Umgebungstemperatur subtrahiert 
werden. Wir berechnen ihn wiederum aus Versuch 7, 8 und 10 
im Vergleich zu 5 und 6 auf 855 — 751-104 Cal. Demnach 
ist der Bedarf des normal genihrten Tieres bei ca. 30° gleich 
1035 — 104 == 931 Cal, also ganz identisch mit dem Werte 
kurz vor dem Tode gleich 921 Cal. 

Der Energieverbrauch pro 1 qm Oberflache sinkt 
also von einem Anfangswert gleich 931 Cal bei10 kg K6r- 
pergewicht bis auf ein Minimum von 631 Cal beim 
halben Kérpergewicht (4,98 kg am 22. November 1913), 
um gegen SchluB des Lebens bei 4,1 kg Gewicht wieder 
auf 921 Cal anzusteigen. 

Das Sinken der Oxydationsprozesse bei weit vorgeschritte- 
ner Inanition steht in Einklang mit manchen Erfahrungen am 
lange hungernden Menschen. In der Hinsicht besteht also kein 
typischer Unterschied zwischen dem Stoffwechsel bei chronischer 
Unterernihrung und demjenigen in absolutem Hunger. Die 
Erwartung, die man namentlich auf Grund mancher Angaben 
in der klinischen Literatur hegen konnte, daB sich der Ver- 
brauch allmahlich dem ungeniigenden Nahrungsangebot mehr 
anpassen wiirde als bei akuter Inanition, hat sich nicht erfiillt, 
das Gegenteil zeigt sich in den letzten Stadien des Lebens. 

Eine Erklarung fiir diese primortale Stoffwechselsteigerung 
— einem Analogon zu dem viel besprochenen vermehrten Ei- 
weiBzerfall gegen Ende des Lebens — zu versuchen, wire ver- 
friiht. Da die Stickstoffbilanz in dieser Zeit nicht ermittelt 
wurde, kénnen wir nicht sagen, ob ein zeitlicher Zusammen- 
hang zwischen diesen beiden Erscheinungen besteht. Da der 
EiweiBbestand des Kérpers, wie die Bilanzversuche der ersten 
Monate beweisen, bei der aus Fleisch und Reis bestehenden 
Kost nur sehr wenig angegriffen wurde, das Tier also mit 
einem viel gréBeren Bestande von EiweiB als bei komplettem 
Hunger in das Endstadium eintrat, wire es sehr wohl mdglich, 
daB nach Verzehren des Fettbestandes die EiweiBvorrite des 
Kérpers jetzt lingere Zeit zur Deckung des Mankos in der 
Nahrung herhalten konnten, und da® bei diesem starkeren Zer- 
fall von KérpereiweiB die Verbrennungsprozesse gesteigert waren. 
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Schon zur Klarung der viel diskutierten Lehre von der spezi- 
fisch-dynamischen Wirkung des EiweiBes erscheint eine genauere 
Bearbeitung dieser Verhiiltnisse, die bereits vorbereitet ist, 
wiinschenswert. 

Neben dem _ erérterten Verhalten des Energieumsatzes 
méchte ich zum Schlusse noch die Tatsache hervorheben, daB 
der Gewichtsverlust zeitweise durch Wasseransatz 
wesentlich niedriger ist, als dem Verlust an Fleisch 
und Fett entspricht. Das steht in vollem Einklang mit 
den Erfahrungen, die Ostertag und ich beim Studium der 
sog. Lecksucht der Rinder gemacht haben. Diese durch ge- 
wisse Heusorten bei alleiniger Verfiitterung derselben erzeugte 
Krankheit ist eine hochgradige chronische Unterernihrung. Bei 
der Sektion der eingegangenen Tiere findet man an Stelle des 
Fettgewebes an Myxédem erinnerndes serés durchtriinktes Ge- 
webe. In der Markhéhle des Femur eines solchen Tieres fand 
sich ein sulziges Gewebe, das nach Dr. Striegels Analyse kein 
Fett und fast 99°, Wasser enthielt. 














Die Beeinflussung der endozellularen Wirksamkeit der 
Leberdiastase durch Pankreasexstirpation. 
I. vorlaufige Mitteilung. 
Von 
Ernst J. Lesser. 
(Aus dem Laboratorium der stidtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 


(Eingegangen am 22. August 1913.) 


Die Wirksamkeit der Leberdiastase beim Frosch ist ab- 
haingig von der Jahreszeit (Schiff 1859, Grode und Lesser 1913) 
und wird experimentell bestimmt, indem man unter sorgfaltiger 
Vermeidung von Verletzungen priparierte Organe in Ringer- 
lésung etwa 4 Stunden bei 24° halt und die Abnahme des 
Glykogens in dieser Zeit miBt. 

Im November bis Januar betrigt die Abnahme des Gly- 
kogens im Durchschnitt aller Analysen bei einem Glykogen- 
gehalt der Leber von 11,3°/, 0,17 g. Im April bis Juni be- 
trigt bei einem mittleren Glykogengehalt von 6,2°/, die Ab- 
nahme des Glykogens pro 100 g Leber 1,2 g. 

Im August betrigt bei einem mittleren Glykogengehalt 
von 12,8°/, die Abnahme des Glykogens pro 100 g Leber 0,54 g 
oder 4,2°/, des Anfangsglykogens. 

Wenn man bei frisch gefangenen Fréschen im August das 
Pankreas exstirpiert, werden die Tiere stark diabetisch. Dieser 
Pankreasdiabetes des Frosches zeigt manche Eigentiimlichkeiten, 
die man auch beim menschlichen Diabetes beobachtet, wie Fett- 
infiltration in der Leber und Glykogenanhaufung in der Niere. 

Zwei Tage nach der Exstirpation des Pankreas unternommene 
Bestimmungen der Wirksamkeit der Leberdiastase zeigen, dab 
diese nunmehr ebenso groB ist wie in den Friihjahrsmonaten. 
Die Abnahme des Glykogens betrigt bei einem mittleren 
Glykogengehalt der Leber von 8°, 1,36 g oder 15,5°/, des 
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Anfangsgehaltes, bei einer Versuchsdauer von 3*/, Stunden und 
einer Temperatur von 22 bis 24°. Die einzelnen Versuche sind 
in der Tabelle mitgeteilt. 





Tiere ohne Pankreas Tiere mit Pankreas 





Datum |Glykogen in 100 g PRG Glykogen in 100 g| 














Leber | Leber | Abnahme 

1913 ante | post g | °, ante | post | g %/, 
7. VIII. 8,27 | 6,61 | 1,66/ 20,7] 13,44 | 12,84 0,60 | 4,5 
19. 7,36 6,35 | 1,01 | 13,7] 13,20 12,54 | 0,66 | 5,0 
21. 8,69 7,28 | 1,41} 16,2] 11,82 11,46 | 0,36 | 3,0 











Mittelwert | 8,11 6,75 | 1,36/15,5] 12,82 | 12,28 | 054) 4,2 


Die Methode ist genau dieselbe wie die in dieser Zeitschr. 
52, 471, sowie in der Zeitschr. f. Biol. 60, 381 angegebene. 
Die vorstehenden Versuche bringen zum ersten Male eine 
experimentelle Bestatigung jener Theorie des Pankreasdiabetes, 
die am nachdriicklichsten durch v. Noorden ausgesprochen ist. 
Danach handelt es sich beim Pankreasdiabetes um eine 
vermehrte Hydrolyse des Glykogens, fiir die bisher allerdings 
eine physikalisch-chemische Vorstellung fehlte. Dieses fehlende 
Glied habe ich in dem Umstande gefunden, daB bei reichlichem 
Glykogen- und Diastasegehalt trotzdem eine Wirkung der Diastase 
nicht vorhanden sein kann, weil in der intakten Zelle zwischen 
beiden sich ein Diffusionshindernis befindet. Dieses Diffusions- 
hindernis wird durch Exstirpation des Pankreas weggeraumt. 
Es ist nicht ausgeschlossen, daB das Glykogen in der Leber- 


zelle von einer Wandung umgeben ist, die nach Ausschaltung 
des Pankreas sich verandert. 
Die Versuche werden fortgesetzt. 











Bemerkungen fiber Farbreaktionen des Triketo- 
hydrindenhydrats (Ninhydrin). 
Von 
W. Halle, E. Loewenstein und E. Pribram. 


(Aus dem k. k. Serotherapeutischen Institut in Wien.) 


(Eingegangen am 25. Juli 1913.) 


Bei Untersuchungen iiber den Aminosiuregehalt des auf 
eiweibfreiem Giycerinnahrboden gewonnenen Tuberkulins machte 
der eine von uns (L.) die Beobachtung, daB das Glycerin in 
hohen Konzentrationen mit Ninhydrin beim Kochen eine ahn- 
liche Blaufairbung gab wie verdiinnte Aminoséuren. In Gegen- 
wart von Natronlauge oder Barytlauge wurde die Blaufarbung 
wesentlich verstairkt. Diese Beobachtung nahmen wir zum 
Ausgangspunkt einiger systematischer Untersuchungen iiber die 
Farbreaktionen des Ninhydrins, teils wegen ihrer praktischen 
Bedeutung, bei der Priifung auf Aminosiuren [Ruhemann’), 
Abderhalden’)], teils wegen der interessanten theoretischen 
Frage der Wirkungsweise des Glycerins und anderer Substanzen, 
die ebenso wie dieses, insbesondere in Gegenwart von Natron- 
lauge mit Ninhydrin Blaufairbung geben. Im Verlaufe unserer 
Untersuchungen konnten wir dieses Verhalten feststellen fiir 
aliphatische primaire ein- und mehrwertige Alkohole, Aldehyde, 
sowie fiir Zucker mit freier Aldehyd- und Ketogruppe. Da 
insbesondere die Reaktion fiir Zucker sehr empfindlich ist, er- 
geben sich auch hier praktisch wichtige Konsequenzen. 

Bei unseren Untersuchungen hatten wir also zunichst 
zwei Hauptfragen zu stellen: 


1) Ruhemann, Journ. of the chem. Soc. Transact. 97, 1438, 2025, 
1910; 99, 792, 1911; 101, 780, 1912. 
*) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 77, 249, 1912. 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 24 
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1. Welcher Vorgang bedingt das Auftreten der Blau- 
fiirbung bei der Reaktion der untersuchten Alkohole, Aldehyde, 
Ketone und Zucker mit Ninhydrin? 

2. Welche Ahnlichkeiten und welche Differenzen lassen 
sich zwischen der durch die Alkohol-, Aldehyd- und Keto- 
gruppe bedingten Blaufarbung des Ninhydrins und der durch 
Aminosauren auffinden? 


I. Versuche mit aliphatischen primiren (ein- und mehr- 
wertigen) Alkoholen, Aldehyden, Ketonen und Zuckern. 

Glycerin gibt beim Kochen mit Ninhydrin in bestimmten 
Mengenverhialtnissen Blaufarbung, in anderen Mengenverhilt- 
nissen gemischt Rotfairbung. 

Das verwendete Glycerin war ein chem. reines Kahl- 
baumsches Praparat (2mal destilliert), das Ninhydrin wurde 
in 1°/,iger wasseriger Lésung zugesetzt, die Mischung etwa 
30 Sekunden iiber freier Flamme gekocht. 


Glycerin Ninhydrin (1°/o) Farbton beim Kochen 


ccm ccm 

2,0 0,2 tiefblau (bleibend) 

2,0 0,5 heller, Stich ins Rétliche 
2,0 0,7 blaB rotviolett 

2,0 1,0 farblos 

1,0 0,2 blauviolett 

0,5 0,2 schwach blau 

0,2 0,2 schwach blau 


Diese Farbreaktionen gelangen ebenso wie mit Glycerin 
mit anderen primaren (ein- und mehrwertigen) Alkoholen der 
aliphatischen Reihe, z. B. Amylalkohol (blau, rasche Entfarbung), 
Athylenglykol (blauviolett), Erythrit (rot). 

Ruhemann, der die Farbreaktionen des Triketohydrinden- 
hydrats eingehend untersucht hat (I. c.), hat gezeigt, daB man 
durch Reduktion dieser Substanz iiber Triketohydrinden zum 
Hydrindantin gelangen kann, das unter bestimmten Bedingungen 
farbige (rote, blaue) Lésungen gibt. Es lag nahe, die Wirkung 
des Glycerins darauf zuriickzufiihren, daB es dem Hydrat zu- 
nachst ein Molekiil Wasser entzieht, 

CO CO 


C,H,~ C(OH),..—H,O=C,H,< CO (Triketohydrinden), 


wy, 
CO co 
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dann die mittelstandige Ketogruppe des Triketohydrindens zum 
sekundiren Alkohol reduziert, wobei das Glycerin selbst zum 
Aldehyd oxydiert wird: 
CO 
C,H,< SCH(OH). 
CO 
Dieser sekundére Alkohol reagiert nun mit einem zweiten 
Molekiil des Hydrats unter Wasseraustritt, wobei das erwahnte 
Hydrindantin entsteht: 
CO OH CO 
SCH(OH) + SCC C,H, 
CO OH CO 
CO CO 
=C,H,< >C(OH).0.CH¢ C,H, + H,O (Hydrindantin). 
CO CO 


C,H,< 


64 


Eine Stiitze fiir diese Erklarung konnte leicht gefunden 
werden durch die Verwendung von Aldehyden [Glycerinaldehyd*), 
Formaldehyd] und Ketonen (Aceton), die ebenfalls beim Kochen 
mit Ninhydrin in bestimmten Mengenverhiltnissen Blaufarbung 
hervorrufen. Bei Anwendung von Aldehyden entfarbt sich die 
Lésung rasch. Auch die freie Aldehyd- und Ketogruppe der 
Zucker (Mono- und Polysaccharide) ruft Farbreaktionen hervor: 


Zucker —— Farbe nach 1 Minute 
(in Substanz) 018 langem Kochen 
ccm 
Traubenzucker . . . 0,4 blau 
Lavulose ..... 0,4 rétlichviolett 
Galaktose . .... 0,4 rosa (schwache Reaktion) 
Maltose. ..... 0,4 blauviolett (starke Reaktion) 
Milchzucker . . . . 0,4 rotlichviolett (schwache R.). 


Rohrzucker, dem die freie Aldehyd- und Ketogruppe fehlt, 
der deshalb auch Kupfersulfat nicht reduziert, gibt die Reak- 
tion nicht, die Lésung bleibt selbst bei langem Kochen farblos. 

Die bisher angefiihrten Reaktionen gelingen bei neutraler 
Reaktion nur in hohen Konzentrationen (Glycerin muB unver- 
diinnt, die Zucker in Substanz verwendet werden). Zusatz von 
Wasser verhindert die Farbbildung in allen Fallen, ebenso ent- 


1) Darstellung nach E. Fischer, B. B. 20, 3386, 1887. 
24* 
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firben sich alle Lésungen momentan bei starker Verdiinnung 
mit Wasser. Die Reaktionen gelingen nur beim Kochen, nicht 
in der Kialte. Dagegen 1a4Bt sich die Empfindlichkeit der Reak- 
tion auBerordentlich steigern, wenn man die Lésung nach dem 
Kochen alkalisch macht, und zwar tritt bei Gegenwart von 
Natronlauge, Calciumhydrat, Barythydrat intensive Blaufarbung, 
bei Zusatz von Ammoniak Rotfairbung, durch Natriumcarbonat 
Violettrotfarbung auf. Die Empfindlichkeit der Reaktion mit 
Zucker steigt hierbei derart, daB selbst bei einer 100000 fachen 
Verdiinnung die auftretende Blaufirbung noch deutlich ist*). 


Glycerin Ninhydrin Feebton beim Kochen Ferbton bei_nach- 


é e~ 
com “an (30 Sek.) woe NaOH (3°) 
2,0 0,2 blau tiefblau 

2,0 0,5 rotlichblau ” 

2,0 0,7 blaB rotviolett " 

2,0 1,0 farblos ” 

1,0 0,2 blauviolett ” 

0,5 0,2 schwach blau ” 

0,2 0,2 ” ” ” 


Traubenzucker Ninhydrin Farbton beim Kochen wageaen Fae § 


Aq. verdiinnt om (30 Sek.) von NaOH (5°/,) 
1:10 0,2 gelb tiefblau 
1: 100 0,2 ” ” 
1: 1000 0,2 ” ” 
1: 10000 0,4 gelblich ” 
1: 100000 0,4 ” blau 
Aq. dest.(Kontrolle) 0,4 ” fast farblos 


Wie erwihnt, geben Ammoniak, Natriumcarbonat keine 
Blau-, sondern Rot- und Violettfairbung. Auch dieses Verhalten 
der Lésungen spricht fiir die Bildung von Hydrindantin als 
Reaktionsprodukt, da Ruhemann fiir diese Substanz genau 
das gleiche Verhalten (Blaufarbung in NaOH, Ca(OH),, Ba(OH),, 
Rotfirbung in Ammoniak, Soda) festgestellt hat. Die Erklarung 


1) Ninhydrin gibt beim Kochen und nachtraglichem Zusatz von 
Natronlauge ebenfalls eine Blaufarbung, die offenbar durch die Wirkung 
der im destillierten Wasser vorhandenen reduzierenden Substanzen be- 
wirkt wird. Durch quantitative vergleichende Untersuchungen haben 
wir uns davon iiberzeugt, daB bei Einhaltung der im Text angefiihrten 
Mengenverhiltnisse diese Blaufarbung nur sehr schwach eintritt und 
jedenfalls zu Verwechslungen keinen AnlaB geben kann. 
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Ruhemanns, der die Entstehung zweier differenter Salze, eines 
roten und eines blauen annimmt, scheint jedoch nach unseren 
Versuchen nicht aufrechterhalten werden zu kénnen. Ruhemann 
nimmt namlich an, daB nur Na,CO, und NH, mit Hydrin- 
dantin reagieren, wihrend durch NaOH, Ca(OH),, Ba(OH), eine 
Hydrolyse des Hydrindantins zustande kommt, so da8 dieses in 
das Ausgangsprodukt, das Hydrat, und eine zweite Substanz, 
das Hydroxydiketohydrinden zerlegt wird. Dieses letztere soll 
erst mit NaOH das tiefblaue Produkt geben: 


CO CO CO 
CyH,<  >C(OH).0.CHC C,H,» C,H,<  >C(OH), 
CO co CO 

Hydrindantin Ninhydrin 
(Triketohydrindenhydrat) 
CO 
+ C,H, CHOH. 
CO 


Hydroxy diketohydrinden 

Gegen diese Erklarung sprechen vor allem einige Versuche 
mit reinem Hydrindantin, das wir nach Ruhemann durch 
Einleiten von Schwefelwasserstoff in die wasserige Lésung von 
Ninhydrin, Entfernung des Schwefels durch Aussvhiitteln des 
getrockneten Niederschlages mit Schwefelkohlenstoff, Reinigung 
durch Umkrystallisieren aus Aceton darstellten. Dieses Pra- 
parat gab genau alle von Rukemann beschriebenen Reak- 
tionen: Rotfairbung in Ammoniak, Rotfairbung in verdiinnter 
Soda, Blaufarbung mit Natronlauge, Calcium- und Barium- 
hydrat. Wahlt man aber eine stairkere Konzentration von 
Hydrindantin und eine stirkere Sodalésung (20°/,), so geht der 
rote Farbton immer mehr iber rotviolett zu blauviolett. Be- 
feuchtet man endlich das Priaparat direkt mit 20°/,iger Soda- 
lé6sung, so fairbt es sich tiefblau. Schon diese Tatsache machte 
eine Verschiedenheit der Salze des Hydrindantins mit Soda 
und Natronlauge unwahrscheinlichh Ruhemann stiitzt seine 
Annahme weiter auf die Tatsache, da aus der mit Natrium- 
carbonat hergestellten roten Lésung nach Zusatz von ver- 
diinnter Salzsiure das Hydrindantin unverandert ausgefiallt 
wird, so daB man nach Zusatz von Soda die rote Lésung 
wiedergewinnen kann, wahrend die blaue Lésung in Natron- 
lauge sich nach Entfairbung mit Salzsiure nicht mehr regenerieren 
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lassen soll. Wir konnten nun zeigen, daB auch die rote Lésung 
in Soda sich nicht mehr regenerieren laBt, wenn man die Salzsiure 
lingere Zeit auf die entfirbte Lésung einwirken lat (Hydro- 
lyse durch Salzsiure?), und daB die blaue natronalkalische 
Lésung nach Entfirbung mit verdiinnter Essigsiure wieder 
hergestellt werden kann. Die Hydrolyse war also in Ruhe- 
manns Versuchen nicht durch die Natronlauge, sondern durch 
die Salzsiure bewirkt worden, die zur Neutralisation zugesetzt 
worden war. 

Wir miissen also nach einer anderen Erklarung fiir die 
Verschiedenheit der Farbung in soda- und natronalkalischer 
Lésung suchen, und finden sie wohl in der kolloiden Natur 
des gebildeten Farbstoffes, der je nach der Konzentration der 
freien Hydroxylionen das eine Mal blau, das andere Mal rot 
erscheint. Wir erinnern dabei an ahnliche Farbumschlaige der 
Indicatoren und anderer kolloider Lésungen [Zsigmondy’)]. 

Fiir diese Anschauung spricht schon die obenerwihnte Er- 
scheinung, daB die Lésung des Hydrindantin in Ammoniak tief- 
rot, in verdiinntem Natriumcarbonat rot, in starkerer Lésung 
rot- bis blauviolett ist, die Substanz selbst sich tiefblau farbt, 
daB alle Alkalien (mit freien Hydroxylionen) tiefblaue Farbung 
geben, daB also die Farben von rot bis blau je nach der Zahl 
der freien Hydroxylionen erhalten werden kénnen. Es gelang 
uns aber nicht nur mit Soda, sondern auch mit Ammoniak 
den blauen Farbton des Hydrindantirs zu erzielen. Dieses 
lést sich in destilliertem Wasser mit roter Farbe (schwerlés- 
lich), viel besser in Glycerin, wobei eine sattrote Lésung ent- 
steht. Setzt man nun zur wisserigen Lésung des Hydrindantin 
Ammoniak, so erhalt man einen tiefroten Farbton; setzt man 
zur Lésung in Glycerin Ammoniak zu, so erhilt man eine tief- 
blaue Farbung. Nimmt man noch schwichere Basen als Am- 
moniak, so kann man auch im Glycerin den roten Farbton 
erzielen. So gibt beispielsweise Amylamin mit Hydrindantin 
in Glycerin gelést den tiefroten, das schwicher basische Di- 
aithylamin einen hellerroten Farbton. Wir wollen hier nicht 
niher auf den Zusammenhang zwischen der Farbe kolloider 
Lésungen und der GréBe der suspendierten Teilchen eingehen, 


1) Zsigmondy, Kolloidchemie 1912, 8. 99. 
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wollen aber doch bemerken, daB dieser Zusammenhang zwischen 
TeilchengréBe und Farbe der roten und blauen Lésungen an- 
organischer Kolloide (kolloides Gold) eine groBe Rolle bei der 
Erklarung der Farbténe spielt’). Wir werden auf diese 
Theorien in einer spateren Arbeit ausfiihrlicher zuriickkommen. 
Schon hier sei aber erwihnt, da8 wir im Hydrindantin einen 
Farbstoff haben, der eine auBerordentliche Empfindlichkeit nicht 
nur gegen Hydroxylionenkonzentrationen, sondern, wie noch 
gezeigt werden soll, auch gegen Elektrolyte aufweist. 


Il. Die Reaktion des Ninhydrins mit Aminosiéuren. 


Aminoséuren geben beim Kochen mit Triketohydrinden- 
hydrat eine Blaufarbung (Ruhemann) deren Farbton bei Ein- 
haltung bestimmter Bedingungen (Mengenverhiltnisse, Ver- 
diinnung, Reaktion) genau dem beim Kochen von Glycerin 
mit Ninhydrin und nachtriglichem Zusatz von Natronlauge 
gleicht. Jedoch andert weder Zusatz von Ammoniak, noch Zu- 
satz von Natronlauge den blauen Farbton der Aminosaure- 
reaktion. Zusatz von Ammoniak, Soda oder wenig Natronlauge 
vor dem Kochen der Aminosaure mit Ninhydrin l48t nur einen 
blauroten, keinen blauen Farbton entstehen. Starkere Hydroxyl- 
ionen-Konzentrationen (NaOH) verhindern die Reaktion. 
1cem Alanin (1°/,) +- 0,2 cem Ninh. (1°/,), gekocht, tiefblau, nach 
Zusatz von NaOH unverandert. 

1 ccm Alanin (1°/,)-+-0,2 cem Ninh. (1°/,)-+- 2 Tropfen NaOH (10°/,), 
gekocht, blaurot. 

1 ccm Alanin (1°/,) +- 0,2 ccm Ninh. (1°/,) +- 0,5 com NaOH, Gelb- 
firbung, beim Kochen verschwindet die gelbe Farbe, farblos. 


1) Eine auffallende Tatsache findet durch die hier gegebene Er- 
klarung ihre Deutung: Glycerin mit Ninhydrin gekocht gibt Blaufairbung, 
wahrend Hydrindantin, das Reaktionsprodukt, sich, wie erwahnt, in Gly- 
cerin mit roter Farbe lést. Nimmt man nur Differenzen in der Teil- 
chengréBe oder Form des gebildeten Produktes an, so ist die Erschei- 
nung leicht zu verstehen; iibrigens gelingt es bei Einhaltung bestimmter 
Mengenverhiltnisse durch maBiges Erwirmen (ca. 60°) der Lésung des 
Hydrindantin in Glycerin einen blauroten Ton zu erhalten; wir erhielten 
sogar einmal ausgesprochene Blaufarbung. Bemerkenswert erscheint 
auch, daB die blaue, beim Kochen von Ninhydrin mit Glycerin er- 
haltene Lésung nach Zusatz von Ammoniak rot wird und der rote 
Farbton nun auch nach Zusatz von NaOH bestehen bleibt. 
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1 ccm Glycerin ++- 0,2 cem Ninh. (1°/,) +- 0,5 cem NaOH, gelb, beim 
Kochen intensive Blaufarbung. 

Auch noch andere wichtige Unterschiede lieBen sich fest- 
stellen, die gegen die Identitaét der Reaktionen sprechen. So 
gelingt die Aminosaurereaktion auch in der Kalte, sogar unter 
vélligem AusschluB von Sauerstoff, wahrend die Reaktionen 
mit Glycerin, Zuckern usw. nur bei freiem Sauerstoffzutritt ge- 
lingen, im Vakuum aber ausbleiben: 

Drei Uhrschalchen wurden im Exsiccator iiber Schwefelsaiure 
(zur Vermeidung der Ammoniakdimpfe des Laboratoriums) mit 
mit folgenden Mischungen beschickt: 1) 2 ccm Alanin (1°/,) 
0,2 cem Ninhydrin (1°/,), nach einer Minute tiefblau. 2) 2 ccm 
Glycerin, 0,2 ccm Ninhydrin (1°/,), bleibt auch bei stunden- 
langer Beobachtung farblos. 3) 2 ccm Aq., 0,2 com Ninhydrin 
(Kontrolle), bleibt farblos. Um zu sehen, ob der Sauerstoff zum 
Eintritt der Reaktion nétig sei, wurde der Versuch im Vakuum 
wiederholt: In einem Fraktionierkélbchen wurde unter Licht- 
ausschluB (schwarze Verkleidung) ein Vakuum von 3 mm her- 
gestellt und durch einen kleinen Scheidetrichter folgende 
Lésungen eingefiillt, die mit ausgekochtem Wasser hergestellt 
worden waren: 1) 2 ccm 1°/,ige Alaninlésung und 0,4 ccm 
1°/,ige Ninhydrinlésung. Nach einer */, Stunde trat in der 
Kialte Blaufarbung ein. 2) 2ccm Glycerin, 0,4 com 1°/,ige 
Ninhydrinlésung gab weder in der Kialte noch auch beim 
Kochen im Vakuum eine Farbreaktion. Auf Zusatz von 
3 Tropfen 10°/,ige NaOH (ZuflieBenlassen im Vakuum) farbte 
sich die Lésung zuniachst gelb und wurde nach */, Stunde 
tiefblau. Diese Blaufairbungen im Vakuum gingen nicht etwa 
von der Oberfliche der Fliissigkeiten aus, sondern traten in 
der ganzen Fliissigkeit gleichzeitig auf. 

Aus diesem Verhalten ergibt sich, daB wir es hier mit 
der Bildung zweier differenter Farbstoffe zu tun haben. Der 
eine bildet sich ohne Sauerstoffzutritt in der Kalte (Amino- 
siurefarbstoff), der andere (Glycerinfarbstoff) nur unter Sauer- 
stofizutritt; die Wirkung der NaOH im zweiten Falle diirfte 
wohl darauf beruhen, daB sie frei verfiigbaren Sauerstoff zu- 
fiihrt, gleichzeitig freie Hydroxylionen, die, wie oben erwahnt 
die Blaufirbung intensiv verstiérken. Auch Ruhemann nimmt 
die Bildung zweier differenter Farbstoffe an. Er konnte zeigen, 
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daB beim Erwirmen von Triketohydrindenhydrat mit Amino- 
siuren diese unter Kohlenséure- und Ammoniakaustritt zum 
Aldehyd oxydiert werden (Alanin unter CO,-Entwicklung zu 
Acetaldehyd), und da8 hierbei das dem Murexid [Strecker')] 
entsprechende Diketohydrindylidendiketohydrindamin entsteht: 


CO co 
C,H,< CH.N:Cé C,H. 
CO CO 


Dieses konnte er auch durch Einwirkung von Ammonium- 
carbonat und Ammoniumacetat auf Hydrindantin erhalten. 
Unverstandlich bleibt nach dieser Erkliarung Ruhemanns, 
warum die Reaktion zwischen Aminosiuren und Ninhydrin 
schon in der Kalte, bei sicherem AusschluB von Sauerstoff 
und Ammoniak vor sich geht. Hierbei ist wohl die Abspaltung 
von Kohlensiure und Ammoniak aus der betreffenden Amino- 
siure, ebenso die weitere Oxydation nicht ohne weiteres ver- 
standlich. Genau so wie bei dieser Reaktion verhalt sich die 
Farbstoffbildung auch bei der Reaktion zwischen Alloxan und 
Alanin, bei der ebenfalls in der Kalte die Farbreaktion eintritt, 
die Kohlensaéureabspaltung und Aldehydbildung aber erst in der 
Warme’). Auch ein anderer Versuch spricht dafiir, daB die 
Reaktion auBerordentlich leicht vor sich geht: Mischt man Hydrin- 
dantin mit Alanin im Uhrschalchen im Exsiccator iiber Schwefel- 
sdure, so erhalt man nach einiger Zeit ebenfalls ohne weiteres 
in der Kalte ein blaues Reaktionsprodukt. 

Wir haben oben gezeigt, daB ein Zusatz von Natronlauge 
vor dem Kochen die Reaktion der Aminosiure mit Ninhydrin 
stért. Mit Riicksicht auf die praktische Bedeutung der Frage 
haben wir in dieser Hinsicht auch einzelne Saéuren gepriift. Es 
stellte sich hierbei heraus, da nicht nur starke anorganische 
Sauren, sondern auch die relativ schwachen organischen (Essig- 
siure, Oxalsiure) die Reaktion vollstandig verhindern. Es stellte 
sich ferner heraus, daB schwache organische Sauren (Essigsiure, 
Oxalsiure) den gebildeten blauen Farbstoff nach einem Farben- 


1) Strecker, Liebigs Annal. d. Chem. u. Pharm. 47, 363, 1862: 
,Versetzt man eine Alloxanlésung mit einer Lésung von Alanin, so farbt 
sie sich purpurrot; bei gelindem Erwarmen entwickeln sich Kohlensiure 
und Aldehyd und beim Erkalten scheidet sich Murexid aus.“ 

*) Strecker, 1. c. S. 364. 
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umschlag iiber Rot rasch entfirben, also ahnlich wie starke an- 
organische Saéuren in hoher Verdiinnung wirken. Héhere Fett- 
siuren zeigen eine interessante Differenz, je nachdem ob sie 
gesittigt oder ungesittigt sind. Die gesittigten, Palmitin-, 
Stearinsiure, sind auch beim Kochen vollkommen indifferent, 
die ungesittigten, z. B. Olsiure, entfirben beim Kochen die 
blaue Lésung. 


Ill. Wirkung des Zusatzes von Elektrolyten auf die Nin- 
hydrinfarbstoffe. 


Die kolloide Natur der mit Aminosiuren und mit Glycerin 
aus Ninhydrin gebildeten Farbstoffe stand nach den oben an- 
gefiihrten Befunden auBer Zweifel. Die grobe Empfindlichkeit 
der vorliegenden Farbstoffe gegen relativ geringe Anderungen 
der Alkalescenz des Mediums machte es wahrscheinlich, dab 
auch der Zusatz von Elektrolyten Farbumschlage und Flockungs- 
erscheinungen hervorrufen wiirde. Dies war tatsiachlich der 
Fall, und es zeigte sich dabei, daB die Empfindlichkeit dieser 
Farbstoffe gegeniiber Kationen nicht nur eine auBerordentlich 
groBe ist, sondern daB jedes einzelne Kation eine ganz charak- 
teristische Wirkung entfaltet, unabhangig von dem Anion, an 
das es im Salze gebunden ist, und das nur insofern eine Rolle 
spielt, als es durch Bestimmung der Zahl der Kationen die 
Intensitat der Wirkung beeinfluBt. So weit uns die Literatur 
bekannt ist, wurden so feine Differenzen in der Reaktions- 
fahigkeit eines Kolloids bisher niemals beobachtet. Wir geben 
hier die Versuchstabellen und behalten uns vor, diese und 
andere Farbstoffe in ahnlicher Weise zu untersuchen, sowie 
eine ausfiihrliche Mitteilung iiber die Wirkung verschiedener 
Salze spiter folgen zu lassen. 

Uberblicken wir folgende Tabelle, so fallt es auf, daB alle 
Natriumsalze die Lésung unter Ausflockung erst rosa farben, 
dann ganz entfairben, die Kaliumsalze viel langsamer und meist 
schwacher ausflocken, dabei den blauen Farbton der Fliissig- 
keit wenig verindern. Ammonium- und Magnesiumsalze lassen 
die Farblésung unverandert, Bariumchlorid farbt sie violett, 
ohne in der angewendeten Konzentration auszuflocken. Calcium, 
Cadmium-, und als nicht dissoziierendes dreiwertiges Salz Cer- 
chlorid, bewirken Rotfirbung ohne auszuflocken. Es kommt 
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also jedem Salz eine ganz charakteristische Wirkung zu, die 
bedingt sein kann durch chemische Vorgiinge, jedenfalls aber 
mit intensiven physikalischen Verainderungen Hand in Hand 
geht, deren genaueres Studium wir einer spateren Mitteilung 


vorbehalten. 


Wirkung der Elektrolyte auf die Ninhydrinfarbstoffe, 








Salzlésung, 1 com 
(1 Mol im Liter) 


Alaninfarbstoff, l cem Ninh. (1°/,) mit 30 cem Alanin ge- 
kocht (30 Sek.). Beobachtungsdauer: 


5 Minuten 


1 Stunde 


| 18 Stunden 








Natriumchlorid 
Natriumbromid 
Natriumsulfat 
Kaliumchlorid 
Kaliumbromid 
Kaliumsulfat 
Ammoniumchlorid 


Ammoniumsulfat 
Ammoniumacetat 
Calciumchlorid 


Magnesiumchlorid 
Magnesiumsulfat 
Bariumchlorid 


Cadmiumchlorid 
Cerchlorid 


Kontr.: Aq. dest. 





Fliissigkeit rosa, 
rote Flocken 


Fliissigk. rotviolett, 
beg. Flockung 


Fliissigkeit rosa, 
rote Flocken 


Fliissigkeit blau, 
sparlich Flocken 


blau (unverandert) 
blau (unverandert) 
blau (unverindert) 


blau (unverindert) 
blau (unverindert) 


hochrot, keine 
Flocken 


blau (unverandert) 
blau (unverindert) 


blauviolett, keine 
Flocken 


tiefrot, keine Flock. 


hochrot, keine Flock. 


blau 





Fliissigk. fast farb- 
los, roter Niederschl. 
Fliissigkeit violett, 
rétliche Flocken 
Flissigk. entfarbt, 
roter Niederschlag 


Fliissigk. hellblau, | 


spérl. Flocken 


hellblau, braune 
Fléckchen 
Fliissigkeit blau, 
sparl. Fléckchen 
blau (unverandert) 


blau (unverindert) | 
blau (unverandert) 


rot, sparliche 
Flocken 


blau (unverandert) 
blau (unverandert) 
blauviolett 


tiefrot 


hochrot 


Fliissigk. fast entf., 
| roter Niederschl. 


Fliissigkeit fast 


| entfarbt 


| Fliissigkeit entfarbt, 
roter Niederschlag 


Fliissigkeit blau, 


| brauner Niederschl. 


Fliissigkeit blau, 
brauner Niederschl. 


Fliissigkeit blau, 
brauner Niederschl. 


blaBblau, kein 
Niederschlag 


blau, sparl. Bodens. 
blau (unverindert) 


rot, sparl. brauner 
Niederschlag 


blau (unverindert) 

blau (unveriandert) 

blauviolett, kein 
Niederschlag 
tiefrot, kein 
Niederschlag 
hochrot, kein 








blau | 


Niederschlag 
blau 


In einer zweiten Tabelle haben wir Versuche gleicher Art 
mit dem Glycerinfarbstoff wiedergegeben. Wir finden, abgesehen 
von dem offenbar durch das viscosere Medium bedingten Aus- 
bleiben jeder Niederschlagbildung, einige charakteristische Ab- 
weichungen bei einzelnen Salzen. 
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Salziésung, 1 com Gly cerinfarbstoff g cem Ninhydr. 1°/,), mit 20 cem 
: ‘ ycerin gekocht 

(1 Mol im Liter) 15 Minuten | 1 Stunde | 18 Stunden 
Natriumchlorid rosa blaBviolett blaBviolett 
Natriumbromid blau blau blau 
Natriumsulfat rosa violett (blaB) | violett 
Kaliumchlorid rétlichviolett rétlichviolett | rdétlichviolett 
Kaliumbromid blau blau blau 
Kaliumsulfat blau blau blau 
Ammoniumchlorid blau braun braun 
Ammoniumsulfat blau blau blau 
Ammoniumacetat blau hellblau hellblau (stark 

entfarbt) 

Calciumchlorid tiefrot rot hellrot 
Magnesiumchlorid blau blau blau 
Magnesiumsulfat blau blau blau 
Bariumchlorid rotviolett violett violett 
Cadmiumchlorid rot rot rot 
Cerchlorid rot rot rot 
Kontr.: Aq. dest. blau hellblau hellblau 











Hier trat nirgends ein Niederschlag auf. 


Im ganzen stimmen die beiden Untersuchungsreihen iiberein, 
nur erscheinen die Differenzen wohl wegen der mangelnden 
Ausflockung hier nicht so deutlich wie bei dem viel empfind- 
licheren Alaninfarbstoff. Eine Ausnahme macht aber das Am- 
moniumchlorid, das den Aminosdurefarbstoff unveraindert 1aBt, 
wahrend es den Glycerinfarbstoff nach einiger Zeit braun farbt. 
Dies scheint in Ubereinstimmung mit unseren friiheren Anhalts- 
punkten und mit der Ansicht Ruhemanns wieder fiir eine 
Differenz in der Konstitution der beiden Farbstoffe zu sprechen. 
Vielleicht werden Untersuchungen mit anderen, dhnlich ge- 
bauten Farbstoffen die tieferen Griinde dieses Verhaltens 
aufklaren. 


Zusammenfassung. 


1. Eine Reihe von Substanzen, die dadurch charakterisiert 
erscheinen, daB sie freie Alkohol-, Aldehydgruppen oder Keto- 
gruppen aufweisen, geben mit Triketohydrindenhydrat (Nin- 
hydrin) Farbreaktionen (Glycerin, Athylenglykol, Erythrit, Gly- 
cerinaldehyd, Aceton usw., sowie alle Zucker mit freier Aldehyd- 
oder Ketogruppe). Die Reaktion beruht auf der reduzierenden 
Eigenschaft dieser Substanzen. 

2. Die Gegenwart freier Hydroxylionen verstarkt die Reak- 
tion auBerordentlich, so daB z. B. Traubenzuckerlésung, in 
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100000facher Verdiinnung mit Ninhydrin gekocht, bei nach- 
triglichem Zusatz von Natronlauge eine tiefblaue Fiarbung 
gibt. Je nach der Zahl der freien Hydroxylionen, also je nach 
der Starke der verwendeten Base (Ammoniak, Soda, Natron- 
lauge, Calcium- oder Barythydrat) erhalt man die yverschieden- 
sten Farbténe von rot iiber rotviolett blauviolett zu tiefblau. 
Dabei spielt auch das Medium eine Rolle. 

3. Das bereits von Ruhemann durch Reduktion des 
Triketohydrindenhydrats erhaltene Hydrindantin ist das bei 
obengenannten Reaktionen entstehende farbbildende Zwischen- 
produkt. Der entstandene Farbstoff ist ein auBerordentlich 
empfindlicher Indicator fiir freie Hydroxylionen. 

4. Die durch Kochen von Aminosiuren mit Ninhydrin 
entstehende Blaufarbung unterscheidet sich in einigen wesent- 
lichen Punkten von der durch Reduktion entstehenden. Sie 
tritt auch in der Kalte ein, sogar im Vakuum, also bei sicherem 
Ausschlu8 von Sauerstoff. Sie wird durch nachtriglichen Zu- 
satz freier Hydroxylionen nicht verstarkt, Zusatz von Natron- 
lauge vor dem Kochen verhindert sie. Auch Hydrindantin gibt 
mit Aminosiuren Blaufairbung; auch diese Reaktion geht in 
der Kialte vor sich. Es ist also sehr wahrscheinlich, daB auch 
die Reaktion mit Ninhydrin und Aminoséuren iiber Hydrin- 
dantin geht, doch ist es noch nicht sicher, ob der weitere Ver- 
lauf der Reaktion sich in der von Ruhemann angegebenen 
Weise vollzieht (Bildung von Diketohydrindylidendiketohydrind- 
amin). 

5. Auch der aus Aminosdéuren mit Ninhydrin gebildete 
Farbstoff ist ein kolloider, der insbesondere auBerordentlich 
empfindlich gegen Elektrolyte ist. Dabei kommt fast ausschlieb- 
lich die Wirkung der Kationen zur Geltung, und zwar in der 
Weise, daB jedem Kation eine ganz spezifische physikalisch- 
chemische Wirkung eigen ist. Ausfiihrlichere Untersuchungen 
in dieser Richtung behalten wir uns vor. 














Beitrag zur Bedeutung der Pentosen als Energiequelle 
im tierischen Organismus. 
Von 


P. Schirokich. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Berlin.) 


(Eingegangen am 30. Juli 1913.) 


Unser exaktes Wissen iiber die Verwendbarkeit der Pen- 
tosen fiir die energetischen Prozesse im Tierkérper ist noch 
recht gering. Nur fiir die Methylpentose Rhamnose hat Cremer’) 
durch sorgfaltige Respirationsversuche den Nachweis gefiihrt, 
daB sie annahernd isodynam an Stelle von Fett im Tierkérper 
verbrannt wird, wahrend eine Minderung des EiweiBzerfalls im 
hungernden Organismus, wie sie durch Hexosen bewirkt wird, 
nicht sicher nachgewiesen werden konnte. Eine Minderwertigkeit 
der Pentosen tritt auch darin hervor, da8 sie zu einer Glykogen- 
bildung im Tierkérper nicht fiihren. Besonders prazis hat das 
Frentzel’) fiir die Xylose durch eine im hiesigen Laboratorium 
ausgefiihrte Untersuchung bewiesen. Angesichts der nicht so scharf 
negativ ausgefallenen Ergebnisse von Salkowski, Cremer u. a. 
an Arabinose und Rhamnose bleibt eine Prifung der Wirksam- 
keit dieser Kohlenhydrate auf die Glykogenbildung wiinschens- 
wert.. Zum Teil mit der Unfaihigkeit sie zu speichern, zum Teil 
auch wohl mit dem Umstande, daB sie nicht fiir alle energetischen 
Bediirfnisse des K6rpers das Fett vertreten kénnen, hingt es wohl 
zusammen, da8 immer ein mehr oder weniger groBer Bruchteil 
der resorbierten Pentosen im Harn ausgeschieden wird, und zwar 
wesentlich mehr beim Fleischfresser als beim Omnivoren und 
Herbivoren (vgl. die Zusammenstellung von Magnus-Levy’). 


1} Max Cremer, Uber die Verwertung der Rhamnose im tierischen 
Organismus. Zeitschr. f. Biol. 42, 428. 

*) J. Frentzel, Glykogenbildung nach Fiitterung mit Holzzucker. 
Arch. f. d. ges. Physiol. 56, 273, 1894. 

%) Magnus-Levy, Stoffwechsel der Kohlenhydrate, Oppenheimers 
Handbuch der Biochemie IV, 1, S. 399. 
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Ich habe es auf Rat von Prof. Zuntz tibernommen, die 
Nahrwirkung einer Pentose, der l|-Arabinose durch Stoffwechsel- 
und Respirationsversuche zu kliren. In der Anordnung der 
Versuche folgte ich den von Prof. Zuntz aufgestellten Direk- 
tiven, bei der Darstellung der in gréBeren Mengen (bis 1000 g) 
benétigten Arabinose aus Kirschgummi unterstiitzte mich Herr 
Prof. Neuberg. 

Die Darstellung der ]-Arabinose geschah nach Kiliani’): 

Kirschgummi guter Qualitét wurde mit 8 Teilen 4°/,iger 
H,SO, durch 12stiindiges Kochen hydrolysiert. Die in einem 
groBen Kupferkessel befindliche Fliissigkeit wurde noch warm 
mit der berechneten Menge Baryt genau neutralisiert. Das gut 
ausgewaschene Filtrat vom BaSO, wurde im Vacuumabdampf- 
apparat eingeengt, der resultierende Sirup mit 92°/,igem Alkohol 
ausgekocht und der Riickstand mit etwas Wasser durchfeuchtet 
und so oft mit Alkohol extrahiert, als noch reichlich reduzierende 
Substanz in Lésung ging. Die vereinigten Alkoholextrakte er- 
starrten nach dem Einmengen und Stehen bei Winterkalte zu 
einem dicken Brei von |-Arabinose, die abgesaugt, mit ver- 
diinntem Alkohol ausgewaschen und umkrystallisiert wurde. 

Die Versuche wurden an einer gut dressierten tracheo- 
tomierten Hiindin ausgefiihrt, die auBerdem leicht unter ge- 
niigender Wahrung der Asepsis mit Hilfe des Vaginalspeculums 
katheterisiert werden konnte. In den einzelnen Abschnitten 
des Versuches wurden immer gleiche Mengen Arabinose und 
Traubenzucker fiir sich oder als Zulage zu dem stets gleichen 
Grundfutter verabreicht, um so die einzelnen in Betracht kom- 
menden Wirkungen der Pentose mit denen des Traubenzuckers 
vergleichen zu kénnen. Das Grundfutter bestand wahrend der 
ganzen Versuchsreihe von Mitte Januar bis Ende Juni 1912 
aus 120g Hackfleisch, dem 20 bis 45 g Schweineschmalz zu- 
gefiigt wurden. Die Fettmenge wurde variiert, um das Tier 
bei den wechselnden Mengen zugefiihrter Kohlenhydrate und 
zeitweise zu Versuchszwecken eingeschobenen Hungertagen bei 
annaihernd gleichem Gewichte zu erhalten. Wie weit das ge- 
lungen ist, erhellt aus den Gewichtsdaten in Tabelle I bis IV; 
erst von Ende Februar ab nahm das Gewicht etwas mehr zu. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 19, 3029, 1886. 
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Das Fleisch wurde immer fiir mehrere Wochen beschafft, 
und aus dem gut gemischten Vorrat die Tagesportionen in 
Einmacheglaser abgewogen und in diesen sterilisiert. Die kleinen 
Differenzen im Stickstoffgehalt des Futters sind in Tabelle V, 
Stab 4 angegeben. 

Einen genaueren Uberblick iiber den Verlauf des ganzen 
Versuchs und die Méglichkeit einer Kontrolle der Berech- 
nungen gewahren Tabellen I bis IV fiir den Gaswechsel 
des Tieres in seiner Abhangigkeit von den verabreichten 
Kohlenhydraten, Tabelle V fiir die Stickstoffmengen in der 
Nahrung und im Harn; letztere sind zum Teil gesondert 
bestimmt fiir die an die Fiitterung resp. die Darreichung der 
in Frage stehenden Kohlenhydrate_ sich anschlieBenden 
Stunden. 

Zu Tabelle I bis IV ist zu bemerken, daB die Analyse 
der ausgeatmeten Luft, wie stets bei den Respirationsver- 
suchen in diesem Laboratorium, doppelt ausgefiihrt wurde. 
Um eine Kontrolle der Zuverlassigkeit der Zahlen zu er- 
moglichen, gebe ich die beiden Werte fiir den CO,-Gehalt 
der Exspirationsluft in Stab 12 und 13, resp. 13 und 14. 
Aus dem Mittel wird nach Abzug von 0,03°/, fiir den 
Kohlenséuregehalt der AuBenluft durch Multiplikation mit 
der auf 0° und 760 mm reduzierten pro Minute geatmeten 
Luftmenge (Stab 10) die CO,-Ausscheidung pro Minute 
gefunden. Aus den entsprechenden in Stab 14 und 15, 
resp. 15 und 16 aufgefiihrten N-Werten wird das Sauer- 
stofidefizit (Stab 17) und aus diesem und Stab 9 resp. 10 
der Sauerstoffverbrauch pro Minute (Stab 18 resp. 19) be- 
rechnet. 

Das unmittelbar an der Gasuhr abgelesene Atemvolumen, 
das durch die Thermobarometerablesung (Stab 11) dividiert 
den Wert von Stab 10 liefert, ist nicht angefiihrt. In den 
Versuchen mit Zufuhr von Traubenzucker fand ich niemals 
Zucker im Harn, regelmaBig dagegen nach Verfiitterung von 
Arabinose; die Menge wurde polarimetrisch bestimmt und be- 
trug nahezu die Hialfte der verfiitterten. Genaueres ergibt 
Tabelle VI. Es ist bemerkenswert, daB die Verluste im Harn 
annahernd die gleichen bleiben, wenn die Arabinose fiir sich 
und wenn sie mit dem Futter gemischt verfiittert wurde. 
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P. Schirokich: 


Tabelle V. 


Stickstoffausscheidung im Harn. 








Datum 


30.—31. 
1,-2. II. 


3.4. 


SI 


19.—21. 


23. 


24. 





























3 2 Im Harn aus- 
ie _ geschieden 
Futter Zucker im Futter| 3 a | | op 
pro Tag pro Tag “ E | | & |Bemerkungen 
nS | g 
fy =F 
g g | @ 
120g Fleisch + 30g Schmalz 
+50 ccm Wasser. . — 3,99 | 4,29 
120g Fleisch + 33g Schmalz 
+50cem Wasser... — 3,99 | 4,29 
Wie am 22. L. ¥ 120 ccm 
Wasser -| 7,5 g Traubenz. |3,99 3,83 
Wie am 24. I. 15 g Traubenz. |3,99 3,66 
120g Fleisch + 28 g Schmalz | 
+120 ccm Wasser 30 g Traubenz. |3,99 | 3,21 
120 g Fleisch + 33 g Schmalz 
+ 100ccm Wasser ohne Zucker {3,99 5,955 
| (2,98) 
Wie am 28.1. . " " 3,99 | 6,135 
(3,07) 
» » @L. » " 4,23 7,395 
(3,70) 
r » 28.1.. r ] 4,23 7,80 
(3,90) 
* » 28.1. -|7,5 g Traubenz. |4,23 3,76 
28. I. 15 g Traubenz. | 4,23 3,48 
120 gFleisch aa 21 g Schmalz 
+100 com Wasser . .| 30 g Traubenz.|4,23|Harn verloren|) — 
120 g Fleisch + 33 g Schmalz 
+100 com Wasser .| 7,5 g Traubenz. |4,23 6,56 
Wie am &.II.. . .| ohne Zucker [4,23 (8,28) 
- 6 OE. 7,5 g Arabinose | 4,23 '} 7.10 
| ’ 
(93,4 °/9) if (3,55) 
” se & HE. ohne Zucker |4,23 
» a» ©. 15 g Arabinose | 4,23 = 
(93,4°/,) 
- » 8. IL, aber 240cem 
Wasser 30 g Arabinose | 4,23 — 
(93,4°/9) 
Wie am 8. IL, ohne Zucker | 4,29 snes 
(4,00) 
Wie am 8. II. . 15 g Arabinose | 4,29 - 
(93,4°/,) 
» om» 8. IL, aber 190ccem 
Wasser , $0 g Arabinose | 4,29 _ 
(98,4°/9) 


























Datu 


1. Il 


12. 
18. 


20. 


22. 


om gw 


13. 
17. 
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Tabelle V (Fortsetzung). 
ge Im Harn aus- 
- geschieden 
Futter Zucker im Futter] = gE) Se wits wl wo 
Datu m pro Tag pro Tag z| 8 cEgE <Ese < |Bemerkungen 
g g| e¢ ge |e 
27. IL. [120g Fleisch + 33g Schmalz 
+100 com Wasser . .]| ohne Zucker [4,29] 1,16 | — — 
28. 120g Fleisch + 33 g Schmalz 
+100 ccm Wasser .. " ” 4,29; — | — | 3,76 
29 Wie am 27.IT., aber200ccem 
ee RR a " - 4,29] 1,48 | 2,67 | 4,15 
(35,6°/9) | (64,4°/,) | (100°),) 
1. II. |Wie am 29.11. . 15 g Arabinose |4,29] 0,99 | 2,80 | 3,79 
(93,4 °/,) (26,1°/,) | (73,9°/,) | (100 °%,) 
6. Wie am 29. II.. 15 g Arabinose |4,20] 0,97 | 2,95 | 3,92 
(93,4°/,) (24,9°/) | (75,1°/9) | (100°%/,) 
12. > ww 2 EE. 15 g Trauben- }|4,20] 1,46 | 2,84 | 4,30 
zucker (33,9°/4) | (66,1°/,) | (100%/4) 
18. » » 29.I1.. 15 g Trauben- |4,20] 1,30 2,45 | 3,75 
zucker (34,6°),) | (65,4°/,) | (100° o) 
20. Kein Futter bis 3°15’ nachm. [3 mal je 5g Arabi-|4,06] 0,74 — — 
nose jede Stunde 
m.240ccm Wasser! 
total 
22. ” n on S15’ » 3mal je 5g {4,06} 0,75 — _ 
Traubenzucker 
jede Stunde mit 
300 com Wasser 
total oS em 
S2R5 
S og 
2. V. 1120¢ Fleisch + 33 gSchmalz 
+ 200 com Wasser ohne Zucker {4,18} — 1,10 —_ 
3. Wie am 2. V.. . 15 g Arabinose }4,18} — _ — 
(85,76°/,) 
7. . i 2, ee oe ohne Zucker {4,18} — —. | 3,95 
8. ” » 2. V., aber300ccem 
Wasser ere 15 g Arabinose |4,15] — 1,13 — 
(85,76 °/9) 
10. Wie am 8. V.. ohne Zucker |4,15], — 1,18 — 
13. ” oe BY. x 15 g Arabinose |4,15} — | 1,02 _— 
(85,76 °/,) 
17. . -& & Vs.6 15 g Arabinose |[4,15] — | 1,09 — 














(85,76°/,) 


| 





Bis zu 7,5 g wurden ohne sichtliche Darmreizung vertragen, 


nach 15g trat zuweilen schon Durchfall auf, bei noch gréBeren 
Auch bei ganz wisserigem Kot war 


Mengen regelmiBig. 
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Tabelle V (Fortsetzung). 





eg > see eR? 


or. + the 


lle Lane Ah 





be] bal 18. V. 


Kein Futter 


Wie am 18. V. 
n » 18. V. 


Kein Futter 


Wie am 18.V. .. 
Hungertag + 300 com 
Wasser; Harn verloren . 
Wie am 18.V._. . 3 
Kein Futter. Hungertag 
+300 ccm Wasser .. 


120 g Fleisch + 33 g Schmalz 
+ 200 com Wasser 
Wie am 17. VI. 


“ » 17. VI. 
a 3s. Va. 


- 














” r 


15 g Arabinose 
(87,56 °/, rein) mit 
300 com Wasser 

ohne Zucker 


15 g Arabinose 


(87,56°/,) mit 
300 com Wasser 


ohne Zucker 


10 g Arabinose 
(87,56 °/,) 
10 g Arabinose 











10g ” 


Ss 2 Im Harn aus- 
= & : 
a geschieden 
. b=) 2 . _ . —— 2 
Futter Zucker im Futter] Ajo sic ec) wp 
S9,jo~aeVivegs| s 
pro Tag proTag [#S/23R' 82a! & 
Bele ze ae O am fo) 
mete ’Sieca| f 
- = eas 
‘ 7 a ~ g . b+@é 
7’. 1120g¢ Fleisch + 45g Schmalz 
um 10° vorm. mit 100cem 
Wasser ohne Zucker _ —_ 3,17 
Kein Futter 15 g Trauben- _ — 2,23 
zucker mit 
300 com Wasser | 
Wie am 18. V. ohne Zucker ~ a 3,01 


1,56 | 1,80 | 3,36 
(46,4°/,) | (55,6°/9) | (100°) 
1,30 | 0,79 | 2,09 
(62,0°/,) | (38,0°/,) | (100°/,) 


1,53 | 1,95 | 3,48 
(44,0°',) | (66,0) | (100%/,) 





0,591 

1,176 4) x 

0,245 #)| (9,805 | 2,82 

2,012 j 

_ — | 9 
—_ — | 3,35 
_ — | 2,09 
_ — | 3,67 
_ - on 
- — | 3,63 
a — | 352 











Bemerkungen 


Durchfall zwisch 
6bis7U hr abends 
(ohne Harn). 


Durchfall wihr 
der Nacht vom 
23.—24. V. 


1) Zwischen 4 bis 
5 Uhr nachm. 
Durchf. m. Harn 
gemischt. *) Um 
6 bis 8 Uhr abds 
Durchfall ohne 
Harn. 


iibrigens die darin enthaltene Menge Arabinose nur gering, wie 


aus den FuBnoten der Tabelle VI ersichtlich ist. 


Die Aus- 


scheidung im Harn findet hauptsachlich in den ersten 7 Stun- 
den nach der Fiitterung statt und ist in der 11. Stunde nahezu 
beendet. 

Bei Betrachtung der Respirationsversuche fallt zunichst 
auf (vgl. Tabelle I) daB am 5.11. nach Zufiigung von 7,5 g 
Traubenzucker zum kohlenhydratfreien Erhaltungsfutter der 





TSI 

















Datum 


1. TI 
6. 
20. 


3. V. 


13. 


17. 
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Tabelle VI. 
Ausscheidung der Arabinose im Harn. 
Im Harn ausgeschieden 
8 = = = | fe © 
a Menge der Arabinose 38 5 csas| & 3 ae 
£ im Futter SESises| § 2s Bemerkungen 
A ge3lena| © |e8% 
OM mR | a (ges 
a | od Bite 5 
£ 1.58 sr 8 
10. IL. |7,5 g Arabinose (rein 7,00 g) mit 
Futter und 100 cem Wasser .| — — | 3,36 | 48,0 | Kein Durchfall. 
12. 15 g Arabinose (rein 14,01 g) mit } 
Futter und 100 cem Wasser . ~ — 6,64 | 47,4 “ ” 
13. 30 g Arabinose (rein 28,02 g) 15g 
mit Futter und 150 cem Wasser } 
und 15g 3 Std. spater mit 
90 com Wasser . cecur = — (10,98 | 39,2 | Durchf. um 4°30’ nachm. 
23. 15 g Arabinose (rein 14,01 g) mit 
Futter und 100 com Wasser .| — — 7,15 51,0 | Kein Durchfall. 
24. 30 g Arabinose (rein 28,02 g) 15g 
mit Futter und 150 cem Wasser | 
und 15 g 3 Std. spater mit 
90 cem Wasser . Tee: a — 14,314) 51,1 | Durchfall nach Versuch 
um 5*/, bis 6® abends. 
1. I11.}15 g Arabinose (rein 14,01 g) mit 
Futter und 200 cem Wasser . | 3,84 | 3,12 | 6,96 | 49,7 | Kein Durchfall. 
6. 15 g Arabinose. Wie am 1.III. |] 3,84 | 3,25 | 7,09 | 50,6 - * 
(54,2°/9) | (45,8°/9) | (100°/,) | 
20. 15 g Arabinose (rein 14,01 g) ohne 
Futter & 5 g jede Stunde zu- 
sammen mit 240 com Wasser | 3,96 | 2,58 | 6,54 | 46,7 | Durchfall n. 6" abends. 
(60,5°/5) | (39,5°/,) | (100%/,) 
$32/823| | 
sbSleiz| | 
ae === | 
3. V. 15 g Arabinose (rein 12,86 g) mit | 
Futter und 200 ccm Wasser .} 3,90 | 1,67 | 5,57 43,3 | Durchf. I bis 1" nachm.; 
(70,0°/,) | (30,0°/,) | (100°/,) II um 3°45’ nachm. 
8. 15 g Arabinose (rein 12,86 g) mit | 
Futter und 300 cem Wasser .]| 3,99 | 2,16 | 6,15 | 47,8 | Kein Durchfall. 
(64,99) | (85,1%q) | (100°,) | 
13. 15 g Arbainose. Wie am 8. V. 
(300 com Wasser). . 4,14  0,92%) 5,06 | 39,3 | Durchf.[um1"15’nchm.; 
(81,8°/,) | (19,2°/,) | (100°,) II um 3° nachm. 
17. 15 g Arabinose. Wie am 8. V..] 4,32 | 1,55 | 5,87 | 45,6 |Durchf.I um 1°; [lum 
(73,6°|,) | (26,4%,) | (100°/,) 35 90’ nachm. 











‘) Zusammen mit der im Durchfall gefundenen Arabinose. 
*) In mit Durchfall gemischtem Harn 0,72 g Arabinose gefunden, 
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——————— ere 


Datum 


bo 
nS | 
aa 


25. 


Sa aay 


18. VL. 
| . 





Tabelle VI (Fortsetzung). 

















Im Harn ausgeschieden 
=| | oe 
Menge der Arabinose 8 “3 s&s 8 lose 
; Con Sen & eo B k 
im Futter Seis Ss ae |oos emerkungen 
} o.? 1-9) -s 
steeds @ 58s 
7 | * ee 
g g g g = & 
15 g Arabinose (rein 12,86 g) ohne 
Futter mit 300 com Wasser .]| 6,21 | 0,12 | 6,33 | 49,2 | Durchfall zwisch. 6 bis 
(98,1°/,) | (1,9%) | 7® abds. u. wahrend d. 
Nacht zum 23.—24. V. 
Wie am 22. V. 4,05 *) } | 
1,08) 0,12 | 5,61 | 43,6 | Durchfall 2mal. 
0,36 *) 
5,49 | | 
(98,0°/,) | (2,00°/,) | (100°,) 
10 g Arabinose (rein 8,76 g) mit 
Futter und 200 com Wasser .| — — 4,32 | 49,3 
a Gib UO. 6 6 + 6 hw A _- — | 432 | 49,3 Kein Durchfall. 
Wie am 18. VI.. — | — | 896 | 45,2 
en 4 «4% 6s oe ee 46,8 
39,2-51,1 


respiratorische Quotient in der 3. bis 6. Stunde gar nicht er- 
héht Hier hatte das Tier seit 9 Tagen keine Kohlen- 
hydrate erhalten, war also offenbar stark verarmt an Glykogen. 
Am nichsten Tage hatte die doppelte Menge Zucker nur eine 
Erhéhung des Quotienten um 0,02 zur Folge, und erst nach 
30 g am niachsten Tage wird ein Maximalwert des Quotienten 
von 0,90 in der 5. Stunde nach der Mahizeit, 2 Stunden 
nach der zweiten Gabe von 15 g, beobachtet. Von besonderem 
Interesse ist aber, daB jetzt, wo das Tier offenbar seinen Gly- 


ist. 


kogenbedarf einigermaBen gedeckt hat, die vorher unwirksame 
Menge von 7,5 g den Quotienten im Mittel von 4 Versuchen 
auf 0,76, in maximo auf 0,79 erhéhte. 

Da 745 ccm Sauerstoff zur Verbrennung von 1 g Trauben- 
zucker erforderlich sind, konnte der mittlere Bedarf des in der 
Verdauung begriffenen Hundes = 55,3 cem durch 7,5 g Zucker, 
wenn dieser als alleinige Energiequelle diente, 101 Min. lang, 


1) Harn gemischt mit Durchfall zwischen 4 bis 5 Uhr nachm. 
?) Harn ohne Kot. 
®) Im Durchfall zwischen 6 bis 8 Uhr abends. 























ah 
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durch die héchste verabreichte Zuckermenge von 30 g 6°/, Stun- 
den lang gedeckt werden. 
Wenn der Quotient, wie am 6. II. nur von 0,71 auf 0,73 


9 


gestiegen ist, wiirden nur */,, der ganzen Sauerstoffaufnahme 
zur Oxydation von Zucker dienen; dann wiirden die aufgenom- 
menen 15 g Zucker erst in 4882 Minuten, d. h. in mehr als 
3 Tagen aufgebraucht sein. 

Bei dem am 8. II. beobachteten R. Q.— 0,76 sind die auf- 
genommenen 7,5 g Zucker in 10 Stunden aufgebraucht. — Diese 
Befunde stehen in vollem Einklang mit dem, was Tierarzt 
Otto Miller bei seinen im hiesigen Institut ausgefiihrten 
Respirationsversuchen nach Stirke- und Zuckerfiitterung ge- 
funden hat’). 

Die Tabelle II enthalt die Versuche, in denen Arabinose 
in entsprechenden Mengen wie der Traubenzucker in den eben 
besprochenen Versuchen dem Futter zugelegt wurde. — Wir 
hatten erwartet, daB dieser Zucker, der kein Glykogenbildner 
ist, soweit er nicht mit dem Harn ausgeschieden wird, prompt 
zur Verbrennung kommen wiirde; das hatte sich in einer ent- 
sprechenden Erhohung des respiratorischen Quotienten auBern 
miissen. Diese trat aber nach 7,5 und 15g Arabinose gar 
nicht und selbst nach 30g nur in geringem MaBe in die Er- 
scheinung; erst die spiateren Versuche vom 23. und 24. II. 
zeigen nach 15 und mehr noch nach 30g Arabinose eine Er- 
héhung des Quotienten um 0,04 bis 0,12, d. h. um Werte, die 
die Fehlergrenzen dieser Versuchsreihen erheblich tibersteigen. 
Die Versuche der Tabelle III zeigen nun wiederum bei direktem 
Vergleich des niichteren Zustandes mit den ersten 4 bis 8 Stunden 
nach der Mahizeit gar keine Wirkung der Arabinose auf den 
respiratorischen Quotienten, und das gleiche zeigt sich bei Ver- 
abreichung von Arabinose allein an das niichterne Tier, wahrend 
unter gleichen Bedingungen Traubenzucker den Quotienten 
sichtlich erhéht. Die Priifung der 9. bis 12. Stunde nach einer 
mit 15 g Arabinose gemischten Mahlzeit ergab ebenfalls keine 
Erhéhung des respiratorischen Quotienten. (Tab. IV.) Die Ge- 
samtheit der Versuche fiihrt also zu der Anschauung, da8 die 
Arabinose nur schwer und jedenfalls nicht immer prompt nach 
ihrer Aufnahme vom Hunde oxydiert wird. 

1) Diese Zeitschr. 28, 427, 1910. 
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Tabelle VII. 


Gaswechsel: mittlere Werte aus verschiedenen Versuchen. 
























































_— l = 
» | © A 
| &@ » We ss 
s v0 | a 355/ ¢5 
sé] 62 |\<3_ , 
$5 ss is" | 5 9 
58 | Bu jogelee ms 
i ™ . } "a So - 
= l | ccm | ecm 
Im niichternen Zustande .|—| 0,915| 29,9| 42,5| 0,703 
2 bis 6 Stunden nach der Fiitterung 
Futter (Fleisch und Schweine- | | | 
schmalz). Ohne Zucker 1. Il. | — 1,285; 40,2; 57,5 0,70 
8. 14,6 1,209; 41,0 | 57,7 0,71 
14. 11,7| 1,170) 413] 57,4] 0,70 
22. 11,9} 1,268) 40,4 | 57,3 | 0,71 
27. 12,8; 1,157| 37,8} 52,9] 0,72 
29. 12,2 1,266; 39,6 | 53,8 0,74 
Mittel aus 6 Versuchen .... . 12,6 1,226| 40,0 | 56,1 0,71 
Futter mit Traubenzucker 
75 4 II. | 15,0 1,149] 37,7) 53,3 0,71 
ers -br8. 16,5| 1,265] 41,7] 54,9] 0,76 
Mittel aus 2 Versuchen . . — 15,7 | 1,207 | 39,7 | 54,1 | 0,735 
6. II. 116,7' 1,183] 38,2 52,3 | 0,7 
15 g 412. IIL. 141) 1,347| 43,9] 56,4); 0,78 
18. 15,5 1,332} 42,4 56,8} 0,75 
Mittel aus 3 Versuchen..... 15,4 1,288; 412) 55,2 | 0,753 
Set Bi-| — 44,2| 56,2) 0,78 
Futter mit Arabinose 
7,5 g 10. Il. | 12,6 1,062; 35,9 61,7 0,70 
12. II. | 13,9 0,989; 32,9)! 463 0,71 
15 23. 8,0 0,977| 34,5] 45,6 0,76 
8) 1. 111] 9,2} 1,015] 33,8| 46,7| 0,72 
6. 12,3 1,054} 85,6!) 47,9 0,74 
Mittel aus 4 Versuchen . . “a 10,9 | 1,009; 34.2) 466 0,73 
80 18. m|]—; — | 848! 47,7] 0,720 
B24. 8,3] 0,949| 34,7| 445] 0,786 
Mittel aus 2 Versuchen.....]— | — | 3845| 461 | 0,753 
Werte in °/, des Gaswechsels bei niichternem Zustande. 
Futter ohne Zucker ...... — | 134,0 133,8 | 132,0 | 101,0 
» mit Traubenzucker. .7,5g| — |132,0 | 132,8 | 127,3 | 104.6 
- - ~ - 15,07] — 140,8 137,8 | 129,9 | 107,1 
~ - - . 80,07] — — 147,8 | 132,2 | 110,9 
- » Arabinose. . . .7,5»] — |116,1 120,1 | 120,7| 99.6 
6 - “ - - « 15,0") — | 1103 114,4 | 109,6 | 103,8 
> ie >» « « « 80,0n] — |108,7 | 115,4| 108,5 | 107,1 
Werte in °/, des Gaswechsels bei normalem Futter. 
Futter mit Traubenzucker. .7,5g] — | 98,5 99,2 | 96,4 | 103.5 
15,0*] — | 105,1 103,1 | 98,4 | 106,0 
30,05} — | oo 110,5 | 100,2 | 109,9 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 

















| 
5 © ce 
Teo AS |. oe.) 5.8 
B3) we ias=| =| o 
58| 33 iss | s-| 
“| BL Ose re | 
>. tee | 
| | l 
—— 
Futter mit Arabinose. . . .7,5g] — | 86,6 | 89,7 91,4 | 98,6 
15,07] — | 823 | 855 | 83,1 | 1028 
30,0» — | 774 | 862 | 822] 1061 
Gaswechsel 9 bis 12 Stunden nach der Fiitterung. 
] | cem | ccm | 
Futter ohne Zucker . .. 2. V.}/13,8) 1,214! 36,3 51,2/ 0,71 


10. 10,6; 1,098| 384 52,8! 0,69 
Mittel aus 2 Versuchen..... 12,2 1,156 | 36,35; 52,0; 9,70 
Futter mit Arabinose 

















15 { 8. V. 11,6 | 1,071| 32,9 | 46,5) 0,707 

°8113. 1153] 1,188] 339 | 49,9, 0,680 

Be 6S 8S RR 13,4; 1,130) 334 | 482) 0,693 

Werte in °/, des Gaswechsels bei niichternem Zustande. 

Futter ohne Zucker. ...... — |1263 | 121,6 |122,4 | 99,6 
; , 8. V.j — |117,1 | 110,1 |109,4 | 100,6 
» mit 15 g Arabinose {13° “| — | 99's | 1134 {1174 | 9677 
Mittel fiir Arabinose ...... — (1234 | 111,7 {1134 | 98,7 


Werte in °/, des Gaswechsels bei normalem Futter. 








Futter mit 15 g Arabinose. 8. V.] — | 92,1 | 90,5 | 89,4 | — 
13. — | 102.8 93,3 | 960; — 
ae 0 6s fe eS & — | 975 | 919] 927 | — 


Interessant ist aber auch die absolute GréBe des Sauer- 
stoffverbrauchs nach Aufnahme der Kohlenhydrate. Derselbe 
ist durchgehends sowohl bei dem verdauenden wie bei dem 
niichternen Tiere herabgesetzt. Das erhellt am besten aus 
den Zusammenstellungen Tabelle VII, VIII und III (20. III. und 
22. III.), die kaum eines Kommentars bediirfen. Es sei aber 
besonders hervorgehoben, daB die Steigerung des Sauerstoffver- 
brauchs, die nach der Mahizeit eintritt und viele Stunden an- 
halt, durch Traubenzucker ein wenig, durch Arabinose 
sehr erheblich vermindert wird. Mit der Herabsetzung 
des Sauerstoffverbrauchs geht eine solche der mechanischen 
Atemvorgiinge, des Minutenvolumens und der Frequenz der 
Atemziige einher. 
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390 P. Schirokich: 


Tabelle IX. 
Energieverbrauch bei niichternem Zustande und bei Auf- 
nahme der Arabinose und des Traubenzuckers. 
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Die geringe Herabsetzung des Sauerstoffverbrauchs nach 
Traubenzucker erklart sich zum Teil aus dem héheren calorischen 
Wert des Sauerstoffs bei Kohlenhydratverbrennung gegeniiber 
der von Fett. Es ist deshalb wichtig, aus Sauerstoffverbrauch 
und respiratorischen Quotienten den Energieumsatz zu berechnen. 
Das ist in Tabelle IX und X geschehen. Erstere zeigt, daB 
beim niichternen Tier Zufuhr von Traubenzucker den Energie- 
umsatz ein wenig erhdht — in Ubereinstimmung mit allen alteren 
Erfahrungen. Arabinose aber setzt den Verbrauch ent- 
schieden etwas unter den Niichternwert herab. Das 
ist um so bemerkenswerter, als die Arabinose unverkennbar 
reizend auf die Darmbewegungen, vielleicht auch auf die 
Sekretionen wirkt. Meine Erfahrung reiht sich also denen von 
Benedict an, in welchen er nach Abfiihrmitteln und mechanischer 
Belastung des Darmkanals mit Agar keine Steigerung des 
Energieverbrauches fand. Er schloB aus seinen Versuchen, viel- 


2 e | = s le st he 
ZS a a) 443 469% 3 
| P o's - 2s ae Fe 
Aufnahme | Zeit Sor ‘Se 5 | <3 235 #38 
des | doe 59, |5 £2| £26 (E2e= $3 
Zuckers | Versuchs | # - = = = adh : = 5 i Ez £3 
| zZ | © |B°2 B*Es 2 
| g Cal | 3 215 a 
Mittel aus 8 Versuchen bei | | | 
niichternem Zustande . al a 0,0871| 11,79) — | 1000 0,703 
20. III. In niichternem Zu- | | | 
stande, 22. Stunde nach 
Se % ste 6 os a 8 ond | 9¢°—10° | 0,0871 | 12,27 | 100,0 | — | 0,70 
| vorm. 
Aonbinete...... . «+0 % 5g} 11% vorm. | 11%—12% 0,1057 11,11 | 90,5 | 94,3 | 0,70 
—_ i, Sens 5g] 12% nachm. | 1°—* | 0,1057/ 11,59) 94,5 | 98,3 | 0,70 
ee 5g ~~ «a | 200__22 0,1057 | 11,93 | 97,2 | 101,2 | 0,71 
Mittel aus 3 Versuchen| — | 11,54/ 941 | 97,9) — 
In niichternem Zu- | 
stande, 22. Stunde nach 
Fiitterong .. ..-. . ~ 9*°—105] 0,0871 | 11,54 | 100,0| — | 0,675 
Traubenzucker. . . - 5g] 11° vorm. | 12%°—%0 0,1071 | 11,16 | 96,7 | 94,7 | 0,81 
Pe «ek 5g] 12" nachm. | 1%— | 01071 | 12,54 | 1087 | 106,4 | 0,78 
5g] 1* » 218 | 0.1071 | 12,60  109,2 | 107,0 | 0,80 
Mittel aus 3 Versuchen| — | 12,10 | 104,9 |102,7| — 
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Tabelle X. 


Energieverbrauch des verdauenden Tieres von der 2. bis 
12. Stunde nach dem Fiittern. 





A. Absolute Werte des Energieverbrauches, Calorien pro 1 Stunde. 
































Stunde nach dem Fiittern 
a i @. 4. me) C$ Ivohh 10. | 11. | 12. 
Futter ‘(Stdl. YN- Aueee sheid. i. Ham ¢ g ‘bo, ),1885 0,1695 | 0, 190 
i ohne 2 Energieverbr. pro 1 Std.. Cal | 14,26 |15,64/15 78 15,44/15,44) 14,90 14,17|14,51/14,23) 14,26 
Zucker |Resp. Quotient .. . . -| 0,70 | 0,72) 0,7 » tates ail Ge 0,70 0,71} 0,70) 0,69 
} } } 
Futter mit Traubenzucker: | 
75g {Stdl.N-Ausscheid.i.Harn g | — 0,1467 | 
Traub.-  Energieverbr. prolStd.. Cal} — (15,55/14,84/14,87/14,69) | 
Zucker |Resp. Quotient . .. . -| — |0,715,0,725| 0,73) 0,77) | 
15.08 (Stdl. N-Ausscheid.i.Harn g 0,1972 | — | 
Traub.-? Energieverbr. pro 1Std.. Cal {15,99 |15,04/15,49} — | — | | 
j Zucker \Resp. Quotient . . . . . .}| 0,755) 0,76) 0,77; — | 0,72) 
300g {Stdl.N-Ausscheid.iHarn g | — | 0,141 
Traub.-¢ Energieverbr. prolStd.. Cal} — (14,29/15,37\17,78)16 135) | 
Zucker |Resp. Quotient . .... .| — | 0,71) 0,76, | 0,90) 0,85) 0,70) 
Futter mit Arabinose: 
15,0g (Stdl.N-Ausscheid.i.Harn g 0,140 | | 0,179 
(14,01 g) rey se prolStd.. Cal {11,58 |12,29)12,69/12,61/13,98| — | — |13,59/13,06|13,09 
Arab. |Resp. Quotient . . . . . .| 0,72 0, 725) 0,79) 0,7410,713} — | — | 0,70) 0,68, 0,70 
| 
30 g {Stdl.N-Ausscheid.i.Harn g | — | 0,140 er 
28 02_)) Energieverbr. pro1Std.. Cal] — |12,26|12,93]12,65|13,21/14,62, | | — | 
Arab. \Resp. Quotient . . . . . .| — (0,735! 0,72! 0,75) 0,79) 0,82) | 
B. Werte in °/, des Energieverbrauches bei niichternem Zustande. 
> Futter ohne Zucker . ...... 121,0 |132,7|133,8)131,0/131,0 126,4| 120,2|123,1|120,7|121,0 
» mit Traubenzucker . 7,5 g] — /131,9/125,9'126,1/124,6 | 
i ae " . 15,0 g | 135,6 127,61314, — | — 
>» © " - 30,0 ¢| — |121,2/130,4'150,8)138,7 
; » » Arabinose . . . 15,0 g| 98,2 /104,2107,6'107,0118,6, — | — /115,3|110,8'111,0 
| S “ - . . «30,0 g] — |104,0,109,7 107,3)112,0 124,0) | 
C. Werte in °/, des Energieverbrauches bei Normalfutter (ohne Zucker). 
Futter mit Traubenzucker . 7,5 g] — | 99,4| 94,0] 96,3) 95,1) | | 
> on " . 15,0 g | 112,1 | 96,2/ 98,2) — | — 
1 . 6 . . 80,0 g| — | 91,4! 97,4 /115,2'105,9 
} » » Arabinose . . .15,0g] 81,2) 78,6 /80,4| 81,7) 90,5) — | — /93,7 | 91,8 | 91,8 
| » © ® . . - 800g] — | 78,4) 82,0) 81,9) 85,6) 98,1 | | 
| leicht in zu weitgehender Verallgemeinerung, daB die Darm- 
‘ bewegung und auch die Sekretion keinen nachweisbaren Ein- 


fluB auf die Gesamtverbrennungen habe. Zu einer gewissen 

Vorsicht gegeniiber zu weitgehenden Schliissen aus diesen Ver- 

suchen mahnt meine Erfahrung mit Arabinose, die den Energie- 

umsatz entschieden herabsetzt, stirker bei dem seine normale 

Nahrung verdauenden Tiere (Tabelle X) als beim niichternen. 
26* 
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392 P. Schirokich: Pentosen als Energiequelle. 


In welchen Organen und durch welchen Mechanismus diese 
merkwirdige Wirkung der Arabinose und die ahnliche, wenn 
auch viel schwachere des Traubenzuckers zustande kommt, 
muB8 weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

Die andere von mir gefundene Tatsache, daB die Arabinose 
in der ersten Zeit nach ihrer Resorption sich nicht merklich 
an den Oxydationsprozessen beteiligt, obwohl ungefahr 40 bis 50°/, 
im Kérper reteniert werden, legt es nahe, an eine Ablagerung 
derselben resp. Bindung an andere Molekiile zu denken — 
analog der Glykogenbildung aus Hexosen. 

Entsprechend der groBen Bedeutung der Pentosane fiir 
die Ernahrung der Pflanzenfresser, speziell auch der Wieder- 
kauer, wird bei diesen die Pentose viel vollstandiger im K6rper 
verwertet. 

Ich fand in einigen Versuchen an zwei Ziegen, daB nur 
ganz geringe Mengen Arabinose in den Harn iibergingen. Bei 
einem 3 Monate alten Zicklein (8,00 kg Lebendgewicht) wurden 
nur 19,5°/, von 15,496 g der aufgenommenen reinen Arabinose 
ausgeschieden. Bei einer alten Ziege (31,00 kg Lebendgewicht) 
ward nach der Aufnahme von 30,99 g reiner Arabinose kein 
Zucker ausgeschieden. Zum Teil wenigstens kann sich dies 








daraus erkliren, daB die Pentosen und speziell Arabinose, wie 
Markoff in diesem Laboratorium gezeigt hat, reichlich von 
den Pansenorganismen vergoren wird. 
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Studien iber Pigment. 


Uber eine neue Darstellungsmethode des Pigments und den 
Vergleich verschiedenfarbiger Haarpigmente. 


Von 
Hugo Fasal. 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig-Spiegler-Stiftung in Wien.) 


(Hingegangen am 4. August 1913.) 


Im Verlaufe der im hiesigen Institute durchgefiihrten 
Untersuchungen iiber die Natur des Pigmentes’), und nachdem 
C. Neuberg’®) die Melaninbildung aus Tryptophan auf andere 
Weise nachgewiesen und mehrfach betont hatte, und durch Unter- 
suchungen von H. Eppinger’*) sind wir zu der Ansicht gelangt, 
daB die Quelle des Pigmentes nicht, wie friiher angenommen 
wurde, der Blutfarbstoff und auch nicht, wie spaiter angenommen 
wurde, das Tyrosin ist, sondern da8 vielmehr die Muttersub- 
stanz des Pigmentes das Tryptophan ist. Insbesondere in der 
Arbeit von H. Eppinger konnte direkt die Entstehung des 
Melanine und des Melanogens aus dem Tryptophan experimen- 
tell erwiesen werden. Um nun iiber das Kondensationsprodukt 
selbst, das Pigment, mehr zu erfahren, war es notwendig, dieses 
reiner darzustellen als es bis jetzt in anderen Laboratorien und 
bei uns gelungen ist. Die groBe Schwierigkeit der Reindar- 
stellung beruht darauf, da8 bei der sauren Hydrolyse der Horn- 
gebilde, die das Pigment einschlieBen, sich selbstverstandlich 
auch kiinstliche Melanoidine bilden, deren Trennung von dem 
eigentlichen Pigment technisch nicht gut mdglich ist. Der 


*) E. Spiegler, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 40; 10, 252. 

*) C. Neuberg, diese Zeitschr. 8, 383, 1907; Virchows Archiv 192, 
514, 1908 u. Zeitschr. f. Krebsforsch. 8, 1909. 

*) H. Eppinger, diese Zeitschr. 28, 181, 1910. 
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Einwirkung von Fermenten aber sind die Keratine nicht zu- 
giinglich, und so entfallt dieser Weg. 

Zu den ersten Arbeiten, die die Natur des Haarpigmentes zu er- 
griinden suchten, und die sich mit der Darstellung des Pigmentes aus 
den Haaren beschaftigten, gehéren die von Nencki und N. Sieber’), 
die den schwarzen Farbstoff der RoBhaare und das Melanin aus den 
Tintenbeuteln der Sepia untersuchten. I. C. Abel und W. S. Davis’) 
stellten das Pigment mit 5°/,iger Kalihydratlésung auf dem Wasserbade 
oder durch konzentrierte Salzsiiure her, die die Epidermis vollstandig 
auflést, aber nicht die Pigmentkérner, die als ein schwarzes Sediment 
zu Boden fallen. Die Gesamtmenge des Pigmentes aus der Haut eines 
erwachsenen Negers betrug 1 g. Die Pigmente der Haut und der Haare 
des Negers sind wahrscheinlich identisch. Es ist héchst wahrscheinlich, 
daB das Pigment der Negerhaare nicht verschieden ist von dem dunklen 
Pigment in dem Haare der weiBen Rasse, und man kann annehmen, daB 
das Pigment der Negerhaut nur in Quantitaét und nicht in Qualitét von 
dem in der Haut der WeiBen gefundenen Pigment differiert. Walter 
Jones*) gewann das Pigment aus Pferdehaaren mit konzentrierter Salz- 
siure und durch Schmelzen der Pigmentkérnchen mit kaustischem Kali. 
Das Melanin wird mit Salzsiure ausgefillt. 

Was das Verhiiltnis der Pigmentmenge zu den verschiedenen Farben 
betrifft, so bildete diese Frage nicht nur fiir Haut und Haare (s. I. C. 
Abel und W. S. Davis), sondern auch fiir die Pigmente der Organe den 
Gegenstand von Untersuchungen. So fand N. Floresco*), daB die Leber 
und die Haut von Tieren mit dunklen Haaren fast doppelt soviel Eisen 
und Pigment enthilt, als dieselben von Tieren mit weiBen Haaren. 

Eduard Metschnikoff®) fiihrt das WeiBwerden der Haare auf 
pigmentophage Zellen, die die Pigmentkérner absorbieren und die er 
Chromophagen nennt, zuriick. Er nimmt an, daB es sich bei diesen um 
lebende Elemente handelt, die auf auBere Reize empfindlich reagieren 
und Pigmentkérner aufsaugen. Auf dem Wege der chemischen Unter- 
suchung sucht Spiegler®) die Frage nach der Herkunft des tierischen 


*) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 24, 17, 1888. 

*) I. C. Abel und W. 8S. Davis, Uber das Pigment der Negerhaut 
und der Haare. Journ. of Experim. Med. 1, 361, 1896. 

%) Walter Jones, Die Chemie der Melanine. Americ. Journ. of 
Physiol. 2, 380, 1900. 

*) N. Floresco, Beziehungen zwischen Leber, Haut und Haar 
betreffs des Pigmentes und des Eisens. Arch. de med. experim. et d’anat. 
pathol. 14, 141, 1902. 

5) Eduard Metschnikoff, Biolog. Untersuchungen iiber das 
Greisenalter. Annales de l’Inst. Pasteur 15, 865, 1902. 

*) Spiegler, Uber das Haarpigment. Beitriige z. chem. Physiol. u. 
Pathol. 4, 400, 1903. 
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Pigmentes zu lésen. Er gewann das Pigment aus RoShaaren durch 
Kochen mit konzentrierter Salzsiure. Er zeigte, da8 aus dem Pigment 
der Haare keine von den tiefen Abbauprodukten der firbenden Kompo- 
nente des Hamoglobins erhalten werden kann, und fand ein weiBes Chro- 
mogen, das er fiir die Ursache der Farbe der weiBen Schafwolle und 
des Schimmelhaares halt. In einer zweiten Mitteilung versucht Spiegler 
die Resultate seiner chemischen Untersuchungen am Haarpigment mit 
denen von H. Wolff') in Einklang zu bringen. Dieser fand bei der 
Untersuchung einer melanotischen Leber zweierlei Pigmente, ein soda- 
lésliches und sodaunlésliches. Er stellte das Pigment durch Verdauung 
mit Pepsinsalzsiurelésung, Behandlung mit Sodalésung und Fillung mit 
Essigsiure dar. 

O. v. Firth und Ernst Jerusalem®*) gewannen aus melanotischen 
Lymphdriisentumoren der Pferde durch Kochen mit konzentrierter rauchen- 
der Salzsiure und Kali und Kalischmelze eine Melaninsiure. Nach ihren 
Angaben unterschied sich das Pigment aus diesen melanotischen Tumoren 
durch seine Unléslichkeit selbst in konzentrierten Alkalilaugen von anderen 
Melaninen, so insbesondere von den Pigmenten epidermoidaler Gebilde, 
eine Unterscheidung, die, wie aus den folgenden Ausfiihrungen zu er- 
sehen ist, nicht zutrifft. 

Ausfiihrliche Untersuchungen iiber den Ursprung des melanotischen 
Pigmentes der Haut bringt E. Meirowsky®*), der die epidermale Ent- 
stehung des Oberhautpigmentes zeigt. Das Cutispigment entsteht unab- 
haingig von der Epidermis an Ort und Stelle. Die Monographie enthilt 
eine ausfiihrliche Ubersicht der vorausgegangenen Arbeiten iiber Pigment 
wie die von Kélliker, Riehl, Unna, M. Cohn, Philippsohn, 
Blaschko u. a. und insbesondere iiber Ehrmanns griindliche Pigment- 
arbeiten. 

In einer in unserm Institute durchgefiihrten Arbeit fertigte H. Kénig- 
stein‘) bei den zu seinen Versuchen verwendeten Hautstiicken zur Kon- 
trolle mikroskopische Schnitte an und konnte bei allen Stiicken bei 
dunklerer Farbung auch mikroskopisch eine Pigmentvermehrung in Epi- 
dermis und Cutis nachweisen. Nach seinen Untersuchungen scheint das 
Pigment aus zwei Substanzen zu entstehen, die durch eine lipoide (Phos- 
phatid-) Zwischenwand getrennt sind. Wenn dieselbe fallt, kommt es 
durch Vereinigung der beiden zur Pigmentbildung. 


*) H. Wolff, Zur Kenntnis der melanotischen Pigmente. Beitrige 
z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 476, 1904. 

*) O. v. Firth u. Ernst Jerusalem, Zur Kenntnis der melano- 
tischen Pigmente und der fermentativen Melaninbildung. Beitrige z. chem. 
Physiol. u. Pathol. 10, 131, 1907. 

3) E. Meirowsky, Uber den Ursprung des melanotischen Pigmentes 
der Haut und der Augen. Leipzig 1908. Verlag Werner Klinkhardt. 

‘) H. Kénigstein, Uber postmortale Pigmentbildung. Minch. med. 


Wochenschr. 1909, Nr. 45. 
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4 Den Beweis fiir die Entstehung des Melanins aus dem Tryptophan 
konnte H. Eppinger') erbringen, da er in einem pathologischen Falle 
4 von Melaninbildung einen Zwischenkérper isolieren konnte, der Farbstoff 
; bildend ist und vom Tryptophan abstammte. Er konnte sowohl den 
chemischen Nachweis der Abstammung dieser Substanz aus Tryptophan 
iF sowie ihren Ubergang in Melanin erbringen und konnte experimentell 
zeigen, daB er bei Verfiitterung von Tryptophan eine 3mal so groBe 
Ausscheidung dieses Kérpers als vorher erhielt. Aiken Ross Gortner?) 
unterscheidet ein dominierendes WeiB, wenn nach der Kreuzung eines 
; Tieres mit einem farbigen Individuum derselben Spezies unter der direkten 
es Nachkommenschaft sich wieder weiBe Individuen finden, dagegen rezes- 
| sives, wenn in dem obengenannten Falle die direkte Nachkommenschaft 
farbig ausfaillt. Das dominierende Wei8 soll seine Farbung einem 
weiBen Pigment (Melanin ahnlich), das rezessive dem Fehlen von Pig- 
ment verdanken. Gortner erklairt die Entstehung von Melanin durch 
Einwirkung von Oxydase auf oxydables Chromogen und nimmt an, da8 
das dominierende WeiB ein Antienzym enthalt, das die Einwirkung der 
if Tyrosinase auf das Chromogen (Tyrosin) verhindert. 

Mit den Ergebnissen unserer chemischen Untersuchungen stimmen 
die histologischen Befunde iiberein. P. G. Unna*) hebt hervor, daB der 
i Haarschaft neben den auffallenden reihenformigen Einschliissen von Pig- 
ia mentkérnchen noch eine bestimmte Eigenfarbe der Hornzellen besitzt. 
i Das kérnige Pigment ist stets braun und reihenweise in und zwischen 
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den Haarzellen gelegen. Je dunkler (braun bis schwarz) die Haare sind, 
: desto maBiger hauft sich dieses Pigment an, ohne daB seine Farbe und 





a Verteilung sich anderte. Die Dunkelheit, die durch das Haarpigment 
aM erzeugt wird, hingt lediglich von dessen Quantitat ab. 
ty Die meisten Forscher haben das Pigment, das sie fiir ihre 
i . weiteren Untersuchungen verwendeten, durch saure Hydrolyse 
om dargestellt. Wir haben ein sehr einfaches Verfahren gefunden, 
| um ohne zu kochen und ohne starke Mineralsiure zu ver- 
 : wenden, die Horngebilde auf kaltem Wege vom Pigmente zu 
e trennen. Der Hauptsache nach beruht dieses Verfahren auf der 
fs, Léslichkeit der Horngebilde in konzentrierter Kalilauge (1: 1) und 
| der Unléslichkeit des Pigmentes in derselben. 
Unsere Untersuchungen wurden zuerst an schwarzer und 
weiBer Schafwolle vorgenommen und spiter an Menschenhaaren 
fortgesetzt. Das Pigment wurde in folgender Weise gewonnen: 
" Dunkle Menschenhaare wurden zuerst mit Wasser und Seife 
et ?) H. Eppinger, Uber Melanurie. Diese Zeitschr. 28, 181, 1910. 
if *) Aiken Ross Gortner, Studien iiber Melanin. Journ. of Biolog. 
$ Chem. 10, 89, 113, 1911. 
ae *) P.G. Unna, Biochemie der Haut. Jena 1913. Verlag Gustav Fischer. 
ie: 
Y 
: 
if 
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gewaschen, gut ausgespiilt und mit Alkohol extrahiert und 
nachher im Soxhlet-Apparat mit Ather erschépft. Eine gewogene 
Menge so behandelter Haare wurde in einem Scheidetrichter 
mit der 25 fachen Gewichtsmenge der konzentrierten Kalilauge 
vermischt. Nach 24 Stunden sind die Haare bereits in kleine 
Stiickchen zerfallen, sie verlieren dann ihre Struktur und das 
Pigment beginnt sich zu einem Klumpen zusammenzuballen. 
Nach 48 Stunden findet man, gréBtenteils auf der Lauge 
schwimmend, eine zusammengeflossene schwarze Masse. Man 
trennt nun durch vorsichtiges Ablassen der konzentrierten 
Lauge, welche die gelésten EiweiBkérper enthalt, den Pigment- 
klumpen ab und |aBt ein frisches Quantum der konzentrierten 
Lauge zuflieBen, schiittelt sehr gut um und schleudert dann 
auf der Zentrifuge nach weiteren 24 Stunden das Pigment aus 
der Lauge heraus. Dieses Rohpigment kocht man nun eine 
halbe Stunde lang mit 5°/,iger Kalilauge, wobei es in Lésung 
geht; man 1laBt es erkalten und filtriert von den der Haupt- 
sache nach anorganischen Substanzen. Manchmal ist es ndtig, 
das Kochen mit der 5°/,igen Kalilauge zu wiederholen, um 
das ganze Pigment in Lésung zu bekommen. Nun saéuert man 
die filtrierte alkalische Lésung mit Schwefelséure an. Es fallt 
hierbei ein deutlicher dunkler Niederschlag heraus, den man 
mit Wasser salzfrei waischt. Darauf wird mit Alkohol und Ather, 
dann einmal mit Schwefelkohlenstoff, und gleich darauf wieder 
mit Ather gewaschen. Die Substanz wurde bei 100° im Trocken- 
schrank getrocknet. Die gewichtskonstante Substanz ergab: 
3,07°/, Asche. 

N-Bestimmung nach Dumas: 4,130 mg ergaben bei T. 18° 
und B. 744°: 7,51°/, N, d.i. 7,74 (aschefrei). 

S-Bestimmung: 7,256 mg ergaben: 0,219 mg Asche, 6,08 mg 
BaSO,; 3,02°/, Asche, 11,87°/, S. 

4,299 mg: 0,132 mg Asche, 2,41 mg H,O, 8,015 mg CO,; 
3,07°/, Asche, 6,47°/, H, 52,46°/, C (aschefrei berechnet). 

Berechnet fiir die Formel: 


C,,H,,N,8,0,: Gef.: 
Cc. . 53,23 52,46 
H. 6,46 6,47 
N. 7,76 7,51 
Ss. 11,82 11,87 
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Der N- und der C-Wert sind fiir die Formel zu niedrig, was 
wahrscheinlich mit dem Carbonatgehalt der Asche zusammenhiangt. 
Wir bleiben bemiiht, véllig aschefreies Pigment zu erhalten. 

Das Verhialtnis des N:C in dieser Formel gleich 1:8 ent- 
spricht dem Verhiltnis von N:C im Indol-Ring-System, so 
daB es sich wahrscheinlich um kondensierte Indol-Ring-Systeme 
ohne Seitenketten handelt. 

Es war nun fir uns von Interesse festzustellen, ob die 
Pigmente bei verschieden gefarbten Haaren wirklich verschie- 
dene Farbstoffe sind, oder ob es sich, wie schon I. Abel und 
W. Davis fiir die Haut und N. Floresco fiir andere Organe 
vermutet haben, nur um quantitative Unterschiede handelt, so 
daB das schwarze Haar das pigmentreichste, das blonde das 
pigmentaérmere und das weiBe das pigmentirmste wire. Wir 
haben es vorgezogen, in den Kreis unserer Beobachtungen auch 
die mit Wasserstoffsuperoxyd kiinstlich blond gemachten Haare 
zu ziehen, und dies aus mehreren Griinden. — Es war vor 
allem interessant zu sehen, ob tatsiachlich Wasserstoffsuperoxyd 
das Pigment vernichtet, und nur der Pigmentrest die Blond- 
firbung gibt, oder ob der gesamte Farbstoff durch Oxydation 
der Farbe eine Veranderung erleidet. Es hat schon vor vielen 
Jahren Casimir Wurster’) eine Theorie aufgestellt, nach der 
das Blond, Schwarzbraun und Wei8 der Haare auf dieselbe 
Art und Weise entsteht wie die weiBen, blonden und gelben 
Schattierungen, die Wasserstoffsuperoxyd bzw. salpetrige Saure 
mit dem Blutfarbstoff gibt. Grau und Blond sei der Gegen- 
wart von wenig Milchsiure mit viel Wasserstoffsuperoxyd zu- 
zuschreiben, die briinette Farbe entspricht dem Gehalte von 
Milchséure und wenig Wasserstoffsuperoxyd, Schwarz hingegen 
viel Milchsaure und salpetriger Séure. Rot entsteht bei salpetriger 
Saure und Milchsiéure. Mannliche blonde und braune Individuen 
bliuen am leichtesten Tetramethylparaphenylendiamin, welche 
Reaktion Wurster auf neutrales Wasserstofisuperoxyd bezieht. 

Um der Frage naherzutreten, wie sich das Pigment ver- 
schieden gefirbter Haare verhalte, insbesondere wie das Ver- 
halten des Pigments beim Ergrauen der Haare sei, bedienten 
wir uns folgender Versuchsanordnungen: 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 20, 1033, 1887. 
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I. 

Nachdem wir unsere ersten Untersuchungen mit weiBer 
und schwarzer Schafwolle gemacht hatten, gingen wir an die 
Untersuchung von Menschenhaaren verschiedener Fiirbung. 

Wir untersuchten Menschenhaare 

1. tiefschwarzer Farbung; 

2. Haare einer blonden Mittelfarbe; 

3. Haare von Greisen mit ganz weiBer Farbe; 

4. Haare, die mit Wasserstofisuperoxyd entfirbt waren, 
und die wir uns in der Weise herstellten, daB wir einen Teil 
der sub 1 gesammelten schwarzen Haare nach Alkoholather- 
reinigung mit konzentriertem Wasserstofisuperoxyd strohgelb 
entfarbten. 

Es wurden nun ganz gleiche Gewichtsmengen dieser vier 
Haararten in genau derselben Weise behandelt, wie oben bei 
der Pigmentbereitung angegeben wurde. Die nach Auskochen 
mit verdiinnter Kalilauge erhaltenen klaren Fliissigkeiten, die 
das Pigment gelést enthielten, wurden in Becherglisern neben- 
einandergestellt. Wir konnten nun beim Ausfillen mit Schwefel- 
siure deutlich die sehr interessanten Unterschiede in der Menge 
des Pigments bei den verschiedenen Haararten konstatieren. 
Die gréBten Unterschiede zeigten sich bei den schwarzen Haaren 
und bei den mit Wasserstoffsuperoxyd entfirbten Haaren. 
Wahrend erstere sofort, sobald die Lésung sauer wurde, einen 
reichlichen dunklen, flockigen Pigment-Niederschlag zeigten, blieb 
die analoge von den mit Wasserstoffsuperoxyd entfarbten Haaren 
herriihrende Fliissigkeit ganz klar, und erst nach langerer Zeit 
fiel ein sehr spiarlicher leichter Niederschlag heraus. 

Die unter 2 angefiihrten naturblonden Haare zeigten beim 
Anséuern der alkalischen Lésung das Ausfallen eines deut- 
lichen flockigen Pigmentes, nur in deutlich geringerer Menge 
wie bei 1. 

Bei den weiBen Greisenhaaren zeigte sich ebenfalls wie 
bei den mit Wasserstoffsuperoxyd entfairbten Haaren anfangs 
nach dem Ansiauern gar keine Fallung. Erst nach langerem 
Stehenlassen fiel ein minimaler schleierartiger Niederschlag zu 
Boden. 

Wir sehen also, wenn wir die Haare nach der Menge des 
herausgefallenen Pigments anordnen, die weitaus groBte Pigment- 
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menge beim schwarzen Haar, dann kommt das mittelblonde 
Haar, dessen verringerte Pigmentmenge auch dem duBeren 
Farbenunterschied entspricht. Auffallend und sofort in die 
Augen springend sind die minimalen Pigmentmengen, die so- 
wohl das reinweiBe Greisenhaar als auch das mit Wasserstoff- 
superoxyd entfiarbte, urspriinglich schwarze Haar lieferte. Wenn 
wir weiBe Greisenhaare mit Wasserstoffsuperoxyd behandelten, 
konnten wir feststellen, daB die weiBen Haare in bezug auf 
ihre Farbung — ihrem minimalen Pigmentgehalt entsprechend — 
nicht veraindert wurden. 

Wir gingen nun daran, die verschiedenen gewonnenen 
Pigmente colorimetrisch miteinander zu vergleichen. Zu diesem 
Zwecke stellten wir uns aus den reinen Pigmenten, die wir, 
wie oben beschrieben, aus ganz gleichen Gewichtsmengen Haaren 
gewonnen hatten, alkalische Pigmentlésungen in gleicher Menge 
dar und untersuchten diese verschiedenen Pigmentlésungen in 
bezug auf ihre Farbekraft. Die aus den dunklen Haaren ge- 
wonnene Pigmentlésung stellte eine dunkelbraune, fast schwarz- 
braune, die aus weiBen und den mit Wasserstoffsuperoxyd 
entfarbten Haaren gewonnene Lésung stellte eine klare wein- 
gelbe Fliissigkeit dar. Die beiden letzteren Lésungen zeigten 
sich colorimetrisch gleich, wahrend die Lésung aus den dunklen 
Haaren eine nur 30fache Verdiinnung erforderte, um im Apparat 
von P. Sérensen’) dieselbe Konzentration zu zeigen wie die 
beiden anderen Lésungen. 

Mit Riicksicht auf den groBen Farbenunterschied, den die 
schwarzbraune aus den dunklen Haaren gewonnene Pigment- 
lésung im Vergleich zu den klaren, hellen Lésungen aus weiBen 
und entfarbten Haaren zeigte, war die geringe Farbekraft der 
ersteren Lésung auffallend. Diese Beobachtung stimmt mit 
den Untersuchungen von Hensen und Nolke?®) iiberein, die 
die geringe Fiarbekraft der tierischen Melanine feststellen 
konnten. 

Wenn wir die Ergebnisse unserer Arbeit zusammenfassen, 
so fanden wir: 

1. eine neue Darstellung des Pigments auf kaltem Wege; 


1) Diese Zeitschr. 21, 202. 
*) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 62, 347, 1899. 
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2. die Tatsache, daB die Unterschiede im Pigmentgehalt 
verschieden gefairbter Haare hauptsiachlich quantitativer Natur 
sind ; 

3. durch die Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd erleidet 
der gesamte Farbstoff durch Oxydation eine Verinderung, wobei 
der gefairbte Kérper in einen ungefairbten iibergeht. Die Farbe 
weiBer Greisenhaare wird mit Riicksicht auf ihren minimalen 
Pigmentgehalt von Wasserstoffsuperoxyd nicht beeinfluBt; 

4. die Farbekraft des aus den dunklen Haaren gewonnenen 
Pigments ist gering, das colorimetrische Verhaltnis der pigment- 
reichsten schwarzen Haare zu den pigmentaérmsten Haaren be- 
tragt 30:1. 








aan 


pe 


Ep ae ee Pe Ne A 


~ 


(eer ere, 4) nel 
eae er 





: 
: 


If. Der durch Formol titrierbare Aminosaurestickstoff 
in den Blutkérperchen und im Serum des Blutes von 
hungernden und ernahrten Tieren. 

Von 
A, Costantino. 

(Aus dem Physiologischen Institut der Kgl. Universitat Neapel.) 
(Hingegangen am 7. August 1913.) 


Aus einigen von mir friiher ausgefiihrten Versuchen’) ergab 
sich die interessante Tatsache, daB die Blutkérperchen Amino- 
siuren enthalten, und zwar in gréBerer Quantitat als das Serum. 

Es ergab sich daraus die Fragestellung, wie die Verteilung der 
Aminosauren zwischen Blutkérperchen und Serum des Blutes bei 
hungernden und ernahrten Tieren war; hierauf beziehen sich die 
folgenden Versuche. Um den Resultaten gréBere Beweiskraft zu 
geben, hielt ich es fiir angezeigt, mehrere Mittel anzuwenden, 
um die Proteinsubstanzen zu entfernen. Ich habe drei ver- 
schiedene Wege zur Extraktion der Aminosaduren eingeschlagen. 


Methode. 

Ich erwahne kurz die verschiedenen Methoden der Extraktion 
der Aminosauren: 

1. Trocknung des Serums, des Blutes, des Blutkérperchenbreies bei 
ca. 70° (Extraktion der Pulver mit wisserigem Alkohol [Alkohol von 
10°/,) in Gegenwart von Bariumsalzen). Ich erwahne nur, da8 diese 
Methode, die ausgezeichnete Dienste fiir die Gewebe und das Serum 
liefert, beim Blut und den Blutkérperchen des dfteren Schwierigkeiten 
bietet, indem sie keine schnelle und saubere Trennung der Proteine 
herbeifiihrt. Die in einer friiheren Arbeit wiedergegebenen Werte beziehen 
sich auf ausgezeichnet gelungene Trennungen der Proteine, da die Extrakte 
niedrige Werte des Gesamtstickstoffs darstellen. Zum Beispiel betrug der 
Gesamtstickstoff des mit dieser Methode erhaltenen Extraktes in dem 
ersten Experiment dieser meiner Arbeit 65 mg pro 100 ccm Blut. 


1) A. Costantino, diese Zeitschr. 51, 91, 1913. 
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2. Extraktion des frischen, soeben dem Tiere entnommenen Materiales 
mittels einer wasserigen angesiuerten Sublimatlésung. (Uber die Details 
der Methode wird in einer folgenden Arbeit berichtet werden.) 

3. Extraktion des frischen Materiales mit 95°/,gem Alkohol. Auf 
einen Teil Serum oder Blut kommen 10 Teile Alkohol. Dieser Weg 
wurde von Slyke und Meyer’) in Versuchen iiber die Aminosaéuren 
des Blutes eingeschlagen. Ich erwahne nur, daB die im alkoholischen 
Extrakt enthaltenen fettahnlichen Substanzen mit Ather entfernt wurden. 

Zur Bestimmung der Aminosiuren wurde die Formolmethode von 
Sérensen benutzt. Die erhaltenen Werte schlieBen nicht den Ammoniak- 
stickstoff ein. Derselbe wurde mittels Magnesiumoxyd im Vakuum 
bei 45° entfernt. 

Zu den Bestimmungen wurde das Blut von Hunden benutzt. Es 
wurden Blut und Serum analysiert; in einem Falle auch der Blut- 
kérperchenbrei und die Lymphe. 


Analytische Belege. 
1. Hundeblut (Arteria carotis). 

Das Tier hungerte seit 6 Tagen und wurde dann mit Fleisch und 
Fleischbriihe gefiittert. Blutentnahme 5 Stunden nach der Fiitterung. 
Gewicht des Tieres “ 16 kg. 

Extraktionsmethode Nr. 1. 














Durch Formol titrierbarer Amino- 
siure-N 
Whee Fett- Ge- ————— . ; 
stoffe | samt-N | Trocken- | NaOH | 100 Gewichts- 
substanz } 5) a—_ 
analysiert|verbraucht| enthalten 
100g | 100g 100 g g } ccm | mg 
Blut . . .| 78,41 21,59 — 27,45 2,3 8,7 
Serum . .]| 94,07 5,93 0,772 11,81 1,3 2,7 

















2. Hundeblut. 
Seit 24 Stunden hungerndes Tier wird mit 1 kg Fleisch gefiittert. Blut- 
probe 5 Stunden nach der Fiitterung entnommen. Gewicht des Tieres 17 kg. 
Extraktionsmethode Nr. 2. 

















Durch Formol 
Menge der | Verbrauchte | titrierbarer 
angewandten | ecm | Aminosaure-N 
Substanz | NaOH | in 9%, der 
a % Substanz 
ecm mg 
Blut der Carotis. . — 100 1,8 7,2 
Serum » “ ere 100 1,2 5,0 
Blut » A.femoralis ... 50 | 0,9 7,6 
Serum » ” ” - « 99 lye 4,9 
1) D.vanSlykeu. E.M. Meyer, Journ. of Biolog. Chem. 12, 398, 1912. 
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Unter Anwendung der Extraktionsmethode Nr. 2 erhalt man als 
Wert fiir den Blutkérperchenbrei des Blutes der Carotis (bei 70° ge- 
trocknet) 9,1 mg, berechnet auf 100 g frische Blutkérperchen. 

3. Hundeblut. 

Seit 24 Stunden hungerndes Tier wird mit 1 kg Fleisch genahrt. Blut- 

probe 5 Stunden nach der Fiitterung entnommen. Gewicht des Tieres @ 8,3 kg. 
Extraktionsmethode Nr. 3. 




















| Durch Formol 
Menge der | Verbrauchte | | titrierbarer 
angewandten ccm Aminosaure-N 
Substanz NaOH | in °/, der 
_—" 4 Substens 
ccm mg 
Blut der Carotis. ..... 50 | 0,8 a 6,4 
Soums © .wesees 50 «—O| SOG 48 





4. Hundeblut. 
Seit 24 Stunden hungerndes Tier wird mit 1 kg Fleisch gefiittert. 
Blutentnahme 5 Stunden nach der Fiitterung. Gewicht des Tieres 25 kg. 
Extraktionsmethode Nr. 2. 























Durch Formol 
Menge der | Verbrauchte | _titrierbarer 
angewandten ccm Aminosaure-N 
Substanz NaOH in °/, der 
5 Substanz 
ccm mg 
Blut der A. femoralis .. . 100 1,4 5,9 
- non - <a 100 1,3 6,1 
Serum» » 100 0,7 3,4 
Lymphe aus Ductus thoracious 
7 Std. nach Fiitterung. . 40 0,7 5,3 


5. Hundeblut. 
Seit 24 Stunden hungerndes Tier wird mit 1 kg Fleisch gefiittert. 
Blutentnahme 5 Stunden nach der Fiitterung. Gewicht des Tieres 16 kg. 
Extraktionsmethode Nr. 1. 

















Duren 
Menge | Ver- ne 
Feste |der ange-| brauchte = 
Wasser Stoffe |Wandten| ccm Rw 
n 
Substanz| NaOH rh sea 
| 5 Substanz 
%, % | ccm in mg 
Blutkérperchen der Vena 
mesenterica . . 66,27 | 33,73 21,6 2,0 10,9 
Blutkérperchen der A. fe- 
RR 66,94 | 33,06 20,7 1,9 10,7 
Serum der V. mesenterica | 99,11 8,89 5,0 0,6 3,2 
* n V.cava ...{ 91,90 8,10 26,0 14 3,5 
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6. Hundeblut. 
24 Stunden hungerndes Tier. Gewicht 21,5 kg. 
Extraktionsmethode Nr. 2. 














Durch Formol 
Menge der | Verbrauchte | _ titrierbarer 
angewandten | ecm Aminosiure-N 
Substanz | NaOH | _ in °%, der 
5 | Substanz 
ccm mg 
Blut der Carotis. ..... 100 1,2 5,1 
Serum » O & te a ae 100 1,0 4,4 





7. Hundeblut. 
24 Stunden hungerndes Tier. Gewicht 18 kg. 
Extraktionsmethode Nr. 2. 











| | Durch Formol 
Menge der | Verbrauchte | _titrierbarer 
angewandten com | Aminosaure-N 
Substanz NaOH |. in °, der 
ee | Substanz 
ecm mg 
Blut der A.femoralis .. . 100 12 | 5,2 
Serum » » ” ee ot 68 1,0 j 4,4 








Eine Zusammenstellung der Resultate der verschiedenen Experi- 
mente ergibt: 





Niichtern gehaltene Hunde Gefiitterte Hunde 





Durch 








Durch 
Formol Formol 
titrierbarer ltitrierbarer 
Amino- Amino- 
siure-N siure-N 
in °/, der in °/, der 
Substanz Substanz 
in mg in mg 
Blut A. carotis. ..| 5,1 | 1 sBlut A.carotis. . .. . | 8,7 
Serum A. carotis . . 44 ‘\Serum A. carotis .... yy 
Blut A. femoralis. . 5,2 Blut A. carotis..... : 3g 
Serum A. femoralis . 4,4 » oo femoralis. ... 7,6 
II.’ Serum A. carotis | 5,0 


» » femoralis . . 4 4,9 
Blutkérperchen A. carotis 9,1 





III fea CE. + 2 0 + « | 6,4 

| “\Serum A. carotis ..../ 4,8 
Blut A. femoralis ....)| 5,9 

IV » oo» . ‘ cal ae 

‘)Serum A. femoralis . . .| 3,4 

Lymphe .... . og Se 

Blutkérperch. V. mesenter. 10,9 

V n A. femoralis | 10,7 

Serum VY. mesenterica . . 3,2 
} oe Ke. «4-6, 0 3,5 
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SchluBfolgerungen. 

1. Die Gegenwart von Aminosdéuren im Serum und in den 
Blutkérperchen ist durch die drei von mir gewahlten Unter- 
suchungsmethoden vollstindig sichergestellt. 

2. Das Blut von Hunden, die sich auf dem Héhepunkt 
der Verdauung befinden, hat, wie dies auch Slyke und Meyer 
beobachteten, einen héheren Aminosiuregehalt als das Blut 
hungernder Tiere erreicht. (In einigen Fallen erscheinen die 
Unterschiede sehr geringfiigig, was méglicherweise darauf zuriick- 
zufiihren ist, daB nicht auch gleichzeitig das Blut des gleichen 
Tieres vor der Fiitterung analysiert wurde, zumal man weib, 
daB der Aminosiurestickstoffgehalt des Blutes hungernder 
Hunde zwischen 3,4 bis 5,2 mg schwankt [Slyke und Meyer]. 
Andererseits lieBe sich diese Erscheinung mdglicherweise auch 
durch Anderung des Verhiltnisses zwischen Serum und Blut- 
kérperchen wahrend des Hungers und wahrend der Ernahrung 
erklaren.) 

3. Das Blutserum von Hunden in voller Verdauung zeigt 
in bezug auf seinen Aminosduregehalt kaum einen oder keinen 
Unterschied von demjenigen hungernder Tiere. 

Hieraus folgt, daB die im Blute erfolgende Vermeh- 
rung der Aminosaduren in den Blutkérperchen statt- 
hat, und daB letztere fiir die Aminosiuren permeabel 
sind. 

4. Der Gehalt an Aminosiuren im Serum und in den 
Blutkérperchen ist nahezu identisch in allen Teilen des Blut- 
kreislaufes, sowohl bei hungernden als bei ernahrten Hunden. 

Diese Tatsache wurde bereits friiher von Folin und Denis 
in bezug auf den Nichtproteinstickstoff und von Slyke und 
Meyer hinsichtlich der Aminosiuren des Blutes in toto bei 
den Siugetieren konstatiert. Mit dieser Tatsache wird die 
Hypothese hinfillig, der zufolge die Aminosaduren durch die 
Darmwand desamidiert werden. 

5. Die Lymphe zeigt einen geringen Gehalt an durch 
Formol titrierbarem Aminosaurestickstoff. 

Nach einem Blick auf die ausfiihrlichen Experimente iiber 
niichtern gehaltene und genahrte Tiere stellen wir den Unter- 
schied fest zwischen dem Serum und den Blutkérperchen des 
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Blutes von Hunden, den ich gefunden habe bei anderen von mir 
angestellten Versuchen: 46,7 ccm fiir die Blutkérperchen und 
53,3 ecm fiir das Serum in Prozent vom Blute nach dem Verhiltnis: 

a) Wiahrend des Hungers zeigen die Blutkérperchen einen 
sehr wenig héheren Aminoséuregehalt als das Plasma, indem 
die Werte (in Milligramm) des durch Formol titrierbaren Amino- 
siiture-N in Prozent des Aminosiéure-N des Blutes fiir das Serum 
45,8, fiir die Blutkérperchen 54,16 betragen. 

b) Wahrend der Verdauung ist der Aminosiuregehalt der 
Blutkérperchen um vieles héher als derjenige des Plasmas. 
Betrachtet man z. B. Experiment Nr. 2, das als Mittel der 
verschiedenen Versuche angesehen werden darf, so zeigt sich, 
daB der obengenannte Wert fiir die Blutkérperchen ungefahr 
das Doppelte desjenigen des Plasmas betriagt, indem die Werte 
(in Milligramm) des durch Formol titrierbaren Aminosiure-N 
in Prozent des Aminoséure-N des Blutes fiir die Blutkérperchen 
64,37, fiir das Serum 35,15 sind. 

Legt man Experiment Nr. 2 zugrunde, so kann man sagen, 
daB 1000 ccm Blutkérperchenbrei (das ist etwa der Betrag, 
der sich gewodhnlich bei Hunden von 25 bis 30 kg Gewicht 
findet) wiahrend der Verdauungsperiode des Tieres 45 mg 
Aminosaurestickstoff fixieren. 

Vereinigt man meine Ergebnisse mit denen von Slyke 
und Meyer’) sowie mit denen von Folin und Denis®*), die 
wegen des Nichtproteinstickstoffs Interesse haben, in einer 
Tabelle, so ergibt sich umstehendes (S. 408). 

Aus der Tabelle folgt, daB wahrend der Ernahrung eine 
Zunahme des Nichtproteinstickstoffs im Blute stattfindet, und 
zwar in unserem und in dem von Slyke und Meyer studierten 
Falle eine Zunahme speziell des Aminosiurestickstoffs, welch 
letzterer, wie meine Experimente gezeigt haben, ausschlieBlich 
auf die Blutkérperchen zu beziehen ist. 

So erklart sich, weshalb Abderhalden’), als er mit dem 
Reagens von Siegfried und Ruhemann (Triketohydrinden- 


) le. 
*) O. Folin und W. Denis, Journ. of Biolog. Chem. 11, 87, 161, 
1912; 12, 141, 252, 259, 1912. 
5) E. Abderhalden und E. Lampe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
$1, 473, 1912. 
27* 
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hydrat) natiirliche Aminosauren allein im Serum von mit Fleisch 
und Witte-Pepton ernihrten Hunden suchte, eine wenig deut- 
liche Reaktion fand, wahrend nach Einfiihrung groBer Mengen 
Aminosauren die Reaktion sehr stark wurde. In dem letzteren 
Falle sind die physiologischen Bedingungen iiberschritten in- 
folge der gréBeren Konzentration der Aminosiuren im Darm, 
und dies war der Grund, weshalb er im Serum die Gegenwart 
von Aminosiuren oder, wie er praziser sagt, von Nichtprotein- 
substanzen, die Stickstoff in Bindung vom Charakter der Amino- 
siuren haben (d.h. NH, in a-Stellung), feststellen konnte. 


Folgerungen. 

Es ergeben sich zwei Fragestellungen bei der Interpretation 
der beobachteten Tatsachen: 

Vor allem kann man fragen, ob die in den Blutkérperchen 
wahrend der Ernahrung beobachtete Vermehrung der Amino- 
siuren einem speziellen Stoffwechsel der Blutkérperchen zu- 
zuschreiben ist. 

Bewahrheiten sich diese Tatsachen, so miiBte man aus 
guten Griinden erwarten, daB diese in den Blutkérperchen be- 
obachtete Vermehrung der Aminosiéuren sich auch in den Ge- 
weben waihrend der Ernahrung konstatieren lassen sollte. 
Faktisch zeigen die Versuche von Folin und Denis’) eine 
solche Vermehrung des Nichtproteinstickstoffs in dem Muskel- 
gewebe wahrend der Ernahrung. Es miibBte deshalb das Plasma 
das Vehikel fiir die Aminoséuren sein, und die Geschwindig- 
keit, mit der die Aminosduren in die Gewebe und die Blut- 
kérperchen iibertreten, wire so groB, daB man im Plasma 
unter physiologischen Bedingungen keine Variationen in 
bezug auf den Aminosduregehalt zwischen hungernden und 
verdauenden Tieren feststellen kann. 

Fiir einen eigenen Stoffwechsel wiirde die von mir be- 
obachtete Tatsache sprechen, daB nimlich die kernhaltigen 
Blutzellen des Truthahns, die als wirkliche Zellen anzusehen 
sind, einen viel héheren Aminoséuregehalt (Formoltitration) 
besitzen als die kernlosen Blutkérperchen der Saugetiere. 

Das Fortbestehen dieses Stickstoffgehalts wahrend des Hungers 
und der ebenfalls hoch bleibende Wert wahrend der Verdauung 


1) Lie. 
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im gesamten Blutkreislauf wiirde ein weiteres Indizium abgeben 
fiir das Bestehen eines eigenen Stoffwechsels der Blutkérper- 
chen. Wiirde man auf der anderen Seite den Blutkérperchen 
insgesamt einen nur untergeordneten Stoffwechsel zuschreiben, 
wie man das fiir die roten Blutkérperchen vermuten darf, so 
stehen wir vor der anderen Frage, ob man den Blutkérperchen 
und zwar welchen, die Aufgabe zuschreiben soll, die Amino- 
siuren den Geweben zuzutragen. Man kénnte vermuten, dab 
beide Funktionen, namlich die der Assimilation und die des 
Transportes, in den Blutkérperchen wahrend der Verdauung 
vor sich gehen. 
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Ill. Die Permeabilitat der Blutkérperchen 
fir Aminosauren. 
Von 
A. Costantino. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Kgl. Universitat Neapel.) 


(Eingegangen am 7. August 1913.) 


In der Literatur findet man des 6fteren bestitigt, daB die 
Blutkérperchen fiir Aminoséuren ebenso impermeabel sind wie 
fiir die fixen Alkalien. Eine Andeutung dafiir, daB dieselben 
dennoch médglicherweise permeabel seien, finden wir in einer 
Arbeit von Hedin’), in der wir jedoch einen Beweis ver- 
missen. Er sagt, ,da8 die Aminosaiuren, wie die fixen Alkali- 
salze, méglicherweise in geringer Menge in die Blutkérperchen 
eindringen, aber doch hauptsichlich im Plasma bleiben“, und 
an anderer Stelle: ,auf Grund der angefiihrten Zahlen kénnen 
wir aber nicht entscheiden, ob die Salze (fixe Alkalisalze) von 
den Blutkérperchen gar nicht oder nur in sehr kleiner Menge 
aufgenommen werden“. 

Die Frage, ob die Blutkérperchen permeabel oder imper- 
meabel fiir die Aminosduren sind, ist demnach noch eine offene. 
Obwohl dieselben durch eine meiner friiheren Arbeiten iiber 
den Gehalt der Blutkérperchen an Aminosauren bei hungernden 
und ernahrten Tieren gewissermaBen schon beantwortet ist, war 
dennoch eine direkte Beweisfiihrung mittels spezieller Amino- 
siuren in vitro erwiinscht. 

Die Formolmethode von Sérensen hat sich am geeignet- 
sten fiir ein derartiges Studium erwiesen. In den im Folgenden 
wiedergegebenen Versuchen habe ich mich bemiiht, so viel als 
méglich die physiologischen Bedingungen einzuhalten, indem ich 


1) §. G. Hedin, Arch. f. d. ges. Physiol. 68, 229, 1897. 
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mit dem den Tieren entnommenen Blute arbeitete, ohne letz- 
teres in bezug auf das gegenseitige Verhiltnis seiner Kompo- 
nenten durch Zufiigung oder Wegnahme von Fliissigkeit zu ver- 
andern. 

Die verschiedenen, die Permeabilitat der Blutkérperchen 
betreffenden Operationen wurden alle am gleichen Tage, an dem 
das Blut im Schlachthause gesammelt worden war, ausgefiihrt 
und nahmen nie mehr als insgesamt 6 Stunden in Anspruch. 


Methodik. 

Das Blut wurde im Schlachthause in trockenen Glisern aufgefangen 
und durch eine 4fache Lage von Gaze filtriert. In jedes der 4 Glaser 
einer groBen Zentrifuge wurden je 100 ccm Blut gegeben (sie seien mit 
A bezeichnet) wahrend andere 4 Glaser eine nicht gemessene Menge Blut 
(mit B bezeichnet) enthielten. 

Es wurde 1 Stunde lang zentrifugiert (4000 Umdrehungen pro 
Min.). Von den Glaisern B wurde Serum und Blutkérperchen analysiert, 
um deren urspriinglichen Gehalt an Aminosiuren zu bestimmen. Es 
wurde besonders darauf geachtet, das Serum so vollstindig als méglich 
von den Blutkérperchen zu trennen und ebenso die Schicht der Leu- 
kocyten auf dem Blutkérperchenbrei. 

Von jedem der Glaser (A) wurden 25 cem Serum in einen kleinen 
Kolben abpipettiert und 25 com des Serums aus den Glisern (B) hin- 
zugefiigt. In dieser Menge Serum (125 ccm) wurde eine bestimmte Menge 
einer Aminoséure gelést. Nachdem vollstandige Lésung erfolgt war, 
wurde in jedes der Glaser (A) die vorher entnommenen 25 ccm Serum 
wieder zuriickgegeben. Die Blutkérperchen und das Serum wurden nun 
vorsichtig gemischt und 1 Stunde lang stehen gelassen und dabei mit 
Glasplatten bedeckt. 

In dem kleinen Kolben verblieben 25 com Serum, die analysiert 
wurden, um daraus genau die Menge Aminosiurestickstoff zu bestimmen, 
die zu 400 ccm Blut zugefiigt worden war. Es ward Sorge getragen, 
ehe die Analyse begonnen wurde, zu den im Kolben verbliebenen 25 ccm 
andere 25 ccm des Serums der Glaser (B) zu fiigen, um unter méglichst 
denselben Bedingungen zu arbeiten wie bei den analysierten Serum- 
proben. 

Das in den Glisern (A) enthaltene Blut wurde nach einer Pause 
von 1 Stunde (Temperatur 20°) gut geschiittelt und eine Probe davon 
zur Bestimmung des Verhialtnisses zwischen Serum und Blutkérperchen 
benutzt. Zu diesem Zwecke diente der Himatokrit, und zwar wurde bis 
zu konstantem Volumen zentrifugiert. 

Das Blut in den Glasern (A) wurde sodann 1 Stunde lang zentri- 
fugiert und Serum und Blutkérperchen getrennt analysiert. 

In dieser Weise resultierten simtliche zu den vorliegenden Studien 
notwendigen Daten. Die Analysen wurden in exakter Weise am Serum 
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ausgefiihrt, und als Kontrolle dienten die aus der Analyse des Blut- 
kérperchenbreies erhaltenen Daten, von dem das Serum so vollstandig 
als méglich entfernt worden war. 

Die Eiwei8korper wurden mittels angesiuerter Sublimatlésung ') 
entfernt. Nur im ersten Experiment wurde zur Fillung der Proteide 
95°/, iger Alkohol benutzt und nur die Blutkérperchenmasse analysiert. 


I. Experiment. 


Defibriniertes Ochsenblut. Extraktionsmethode Alkohol (95°/,). 
(Ein Teil Blut oder Serum auf 10 Teile Alkohol.) Zugefiigte Amino- 
siure: Alanin. 

1. Analyse des Blutkérperchenbreies, erhalten durch 1 stiindiges 
Zentrifugieren des Blutes. 








Verbrauchte | hetiniiaiii 
Substanz Benutzte Menge | Ba(OH) in mg 
| on | ° 
_ - —_—— _ —— —_—— _ _5 —— — —~- _-- —— - bd =_—- 
Blutkérperchen | 100 ccm 0,8 | 3,2 


2. Analyse des Blutkérperchenbreis nach Zufiigung von Alanin 
(45 mg durch Formol titrierbarer Alaninstickstoff hinzugefiigt zu 400 ccm 
Blut) zu dem Blut. 














| Verbrauchte | Aminosiiure-N 
Sut M ecm | (formoltitrierbar) 
Substanz Benutzte enge | Ba (OH), in mg 
| 5 “lo. 
Blutkérperchen 100 ccm 1,4 7,6 





II. Experiment. 
Defibriniertes Ochsenblut. Extraktionsmethode der Aminosiuren: 
Sublimat in saurer Lésung. 
Zugefiigte Aminoséure: Asparagin (Kahlbaum). 
1. Beziehung zwischen Serum und Blutkérperchen in 100 ccm Blut: 
(Hamatokrit) 40 ccm Blutkérperchen: 60 ccm Serum. 


2. Analyse der Blutkérperchen und des Serums erhalten durch 
1 stiindiges Zentrifugieren des defibrinierten Blutes. 











Verbrauchte | Aminosdure-N 
; com | (formoltitrierbar) 
Substanz Benutzte Menge Ba(OH), in mg 
ee fe a a a 
Blutkérperchen 100 ccm 1,1 5,2 
Serum... . 100 ccm 0,8 3,3 





1) A. Costantino, diese Zeitschr. 51, 91, 1913. 
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3. Analyse des durch Formol 
gefiigt zu 125 com Serum (A). 


titrierbaren Asparaginsiure-N zu- 











Aminosaure-N in mg 
Verbrauchte| N der ur- | 

, Angewandte com spriinglich Aspara- 
Substanz “— Ba(OH), | vorhandenen | gins.-N in 

5 | Aminos.--As- 25 ccm 
paragin-N in | Serum (A) 

| 50 com 
_ 25 cem Nor- ) pained a 
fom... arn op 11 9,4 
| Serum A | 








4. Analyse der Blutkérperchen 








und des Serums nach Zufiigung von 


9,4 >< 4 = 37,6 mg durch Formol titrierbaren Asparagins.-N, entstammend 
100 ccm Serum (A) zu 400 ccm Blut. 














- Aminosiure-N in mg 
Verbrauchte} ~ a... | 7 ~~ 
Angewandte ecm N der ur. | 
Substanz M spriinglich | 
— Ba(OH), | vorhandenen | ASP8r®_ 
5 Aminos.-+-As- | gineéure-N 
paragins.-N | 
rt ae aie: (in 50cem) | (in 50 ccm) 
Serum.... 50 ccm 1,8 7,5 5,9 
(in 100.cem) | (in 100 cem) 
Blutkérperchen} 100 cem 1,9 10,5 5,3 











Aus diesen experimentellen Daten folgt: 





Asparaginsiure-N (durch Formol 
titrierbar) in mg 





hinangefiigt - gefunden in 240 com 


Aminosiaure-N (durch Formol titrier- 
bar) in 160 cem Blutkérperchenbrei, 
entstammend 400 ccm Blut, in mg 





| gefunden nach Zu- 








400 ccm Blut | 


87,6 | 28,2 
I | II 


Diff. zwischen I und II: 9,4 





Serum, enthalten urspriinglich \fiigung v.Asparagin- 
in 400 ccm Blut vorhanden sdure zum Blut 
8,3 | 16,8 
11 IV 


Diff. zwischen IV und III: 8,5 


In deutlicher Weise sieht man, da8 das Asparagin in die Blut- 
kérperchen eindringt, indem sich der normale Aminosdéure-N-Wert ver- 
doppelt. Der gréBere Teil des Asparagins bleibt jedoch im Serum. 





Saeanatbanes « 
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III. Experiment. 


Defibriniertes Ochsenblut. Extraktionsmethode der Aminosiuren: 
Sublimat in saurer Lésung. 

Zugesetzte Aminosiure: A. Aminosiure-Gemenge erhalten durch 
Hydrolyse (H,SO,) von Casein. Die zur Hydrolyse benutzte Siure wurde 
genau durch Baryt ausgefillt. 


B. Glykokoll (Kahlbaum). 


1. Verhaltnis zwischen Serum und Blutkérperchen in 100 ccm Blut 
aomanrig 


31,17 \ 31,01 ccm 68,83 , 68,99 ccm 
ir 30,85 § Blutkérperchen ; 69,155 Serum. 


2. Analyse der Blutkérperchen und des Serums, erhalten durch 
1 stiindiges Zentrifugieren des defibrinierten Blutes: 











Verse (OH), ccm) 











Suieeeee Angewandte | Ba(O ‘ieee N in mg 
Menge | : 

5 = /o _————s 
Blutkérperchen . . 100 ccm 1,0 5 
ase w 6a 100 cem | 0,8 | 3 


. 


I. Analyse der zu 125 ccm Serum (R) zugefiigten Aminosaure-N- 
Menge: 





Ver- Aminosaéure-N in mg 


Angewandte — N der urspriing-| N 
Menge Ba(OH,) lichen +- der zu- 
—_——* | gefiigten Amino- 

sduren in 50 com | 


Substanz der neat iigten 
| Aminosaure in 


5 | 25 eem Serum (R) 








| 
11,5 10 











25 ccm Normal- 
Serum 4] serum +- 25 com 2,6 
Serum A 


II. Analyse von Blutkérperchen und Serum nach Zusatz von 
10 >< 4= 40 mg durch Formol titrierbaren Aminosaure-N, herriihrend von 
100 ccm Serum (R) zu 400 ccm Blut: 





Aminesiase- GQeumeittictedes) 


























Ver- in mg 
An- brauchte —_o ———— — 
Substanz gewandte}| ccm N der urspriing- N der 
Menge | Ba(OH), | lichen -+- der zu- | pee: 
pec zugefiigten 
5 gefiigten Amino- | heendinen 
sduren 

Serum. . .| 50 com 1,8 (in 50 eem) 7,7 ‘(in 50 com) 6,2 
Blutkérperchen . 90 ccm 1,6 (in 100 cem) 9,0 | (in 100 cem) 4,0 
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Aus diesen experimentellen Daten ergibt sich: 





Aminosiure-N (formoltitrierbar), von 
der Hydrolyse des Caseins stammend, 
in mg 


gefunden in 





Aminosaure-N (formoltitrierbar) in 
204 cem Blutkérperchen, 
aus 400 ccm Blut stammend, in mg 


| gefunden nach Zu- 








zugesetzt 275.9 cem Serum,| urspriinglich | fiigung der Amino- 
zu 400 ccm Blut enthalten in vorhanden __ saéure aus d. Hydro- 
400 ccm Blut lyse des Caseins 

ee Tt = ll! = +t 

I II Il | IV 


Diff. zwischen I und II: 5,7 





Auch in diesem Falle zeigt sich 
an Aminoséurestickstoff um ca. das 
arm an Blutkérperchen (31,01°/, des 


Diff. zwischen IV und III: 5,0 


in den Blutkérperchen ein Zuwachs 
Doppelte. Da das analysierte Blut 
Blutes) und die angewandte Blut- 


menge nicht besonders groB war, so ergaben sich keine groBen Differenzen. 


B 


I. Analyse des durch Formol titrierbaren Glykokollstickstoffs, zu- 


gesetzt zu 125 ccm Serum (R): 





Ver- 
A ade brauchte 
Substanz — aneed ecm 
_ Ba(OH), 
5 


Aminosaure-N (formoltitrierbar) 
in mg 





N der urepring |, a 
: 4 N des 
lichen -+- der 2u-) Givicokolls in 


gefiigten Amino- . 
siuren in 50 cem | -°°C™ Serum (R) 








25 cem Normal- 
Serum ¢| serum + 25 ccm 3,3 
Serum (R) 


meet a, 








17,6 16,1 





II. Analyse der Blutkérperchen und des Serums nach Zusatz von 
16,1 >< 4 == 64,4 mg durch Formol titrierbaren Glykokoll-N, stammend 


aus 100 cem Serum (R), zu 400 ccm 


Blut (R). 





Ver- 
An- brauchte 
Substanz gewandte| ccm 


Menge | Ba (OH), 


Aminosaure-N (formoltitrierbar) 
in mg 
N der urspriing- | 
lich vorhandenen | N des 
+ zugefiigten Glykokolls 
Aminosauren 


| 








Serum. . . .}| 50 ccm 2, 
Blutkérperchen.| 89 ccm 1 


ow 








(in 50cem) 11,9| (in 50 ccm) 10,4 
(in 100cem) 9,2/(in100ccem) 4,2 
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Aus diesen experimentellen Daten ergibt sich: 





Aminosaure-N (formoltitrierbar) in 


N des Glykokolls (formoltitrierbar) 124 ccm Blutkérperchen, 





= a stammend aus 400 ccm Blut, in mg 
‘ ae Pe funden in mee . ¥ fund ach 
aw ] 9759 ecm Serum urspringlich - gong ‘ 
su 400 com Blut | aus 400 ccm Blut vorhanden | des Glykokolls 
64,4 23s . i one” Che eee © fee 
I | It Iil | IV 
Diff. zwischen I und II: 7,1 Diff. zwischen IV und III: 5,2 





Auch in diesem Falle ergibt sich eine Vermehrung des Aminosiure- 
stickstoffs in den Blutkérperchen, wenn auch nicht so erheblich, und 
zwar aus den obenerwahnten Griinden. 

Die erhaltenen Werte zeigen in bezug auf die aus den Serumwerten 
berechneten Zahlen und den durch direkte Analyse der Blutkérperchen 
erhaltenen Zahlen eine nicht ganz vollsténdige Ubereinstimmung. Die 
in den Blutkérperchen nachgewiesene Vermehrung ist stets um ein weniges 
niedriger als die im Serum konstatierte Abnahme. Dieses Faktum gilt 
besonders vom Glykokoll. 

Ich beabsichtige, den Griinden hierfiir in spaiteren Arbeiten nach- 
zugehen. 

SchluBfolgerungen. 

Es wurde der Beweis erbracht, daB die Blutkérperchen 
fiir Aminosaéuren permeabel sind. 

Es folgt aus den experimentellen Daten: 

1. da8 man unter den durch die Versuchsanordnung ge- 
gebenen Bedingungen nicht iiber eine bestimmte Grenze in 
bezug auf die Permeabilitaét der Blutkérperchen fiir Amino- 
siuren gehen kann; 

2. daB sich kein erheblicher Unterschied hinsichtlich der 
Affinitat der Blutkérperchen fiir gewisse Aminosaéuren kon- 
statieren laBt. Vergleicht man z, B. die Zunahme des durch 
Formol titrierbaren Aminosiaurestickstoffs pro 1000 ccm Blut- 
kérperchen, so ergibt sich fiir: 


Gemisch der Aminoséuren , 
der Caseinhydrolyse Glykokoll ') 


55 mg 44 mg 41,9 mg. 


Asparagin 


3. Der Maximalwert fiir die Permeabilitaét der Blutkorper- 
chen fiir Aminoséuren, wie er in vitro bestimmt wurde, nahert 


?) Der berechnete Wert basiert auf der in den Blutkérperchen beob- 
achteten Vermehrung des Aminosiurestickstofts. 
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sich auBerordentlich dem mittleren fiir die Permeabilitét der 
Blutkérperchen bei in voller Verdauung begriffenen Hunden 
gefundenen Werte. So betrug der Wert fiir die bei verdauenden 
Hunden bestimmte Permeabilitét der Blutkérperchen fiir den 
durch Formol titrierbaren Aminosaurestickstoff pro 1000 ccm 
(Blutkérperchen) ca. 45 mg. 

Diese Tatsachen fiihren zu einer immer wiederholten Bestati- 
gung der Ansicht, daB die waihrend der Ernahrung beobachtete 
Vermehrung des Aminosiaurestickstofis im Blute ausschlieBlich 
auf diese zuriickzufiihren ist, und daB diese Vermehrung unter 
den physiologischen Bedingungen der Ernahrung sich aus- 
schlieBlich nur in den Blutkérperchen nachweisen laBt. Arbeitet 
man mit dem Blutkérperchenbrei, von dem man die sich beim 
Zentrifugieren auf der Oberfliche bildende Schicht von weiBen 
Blutkérperchen abgehoben hatte, so laBt sich feststellen, daB 
die beobachtete Permeabilitat den roten Blutkérperchen zuzu- 


schreiben ist. 





a ff. of eo Oe 
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Methodik der Extraktion von Aminosaéuren aus den 
verschiedenen Bestandteilen des Blutes. 
Von 
A. Costantino. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Kgl. Universitat Neapel.) 


(Eingegangen am 7. August 1913.) 


Da ich mich in friiheren Arbeiten mit der Verteilung der 
Aminosaéuren auf Serum und Blutkorperchen bei verschiedenen 
Tieren, und zwar bei hungernden und in Verdauung begriffenen 
Tieren, beschaftigt habe, hatte ich Gelegenheit, die Extraktion 
der Aminoséiuren aus den verschiedenen Teilen des Blutes zu 
erproben. 

Wie bekannt, ist eine der wichtigsten Fragen bei der Be- 
stimmung des Aminosiaurestickstoffs nach der Methode von 
Sérensen oder der Methode mit salpetriger Saure, die aus- 
gedehnte Anwendung von Slyke und Meyer erfahren hat, 
die volistandige Entfernung der Proteine, Albumosen, Peptone 
und Polypeptide aus den zu untersuchenden Fliissigkeiten, und 
zwar wegen der mitunter nicht zu vernachlissigenden Fehler, 
die bei Anwendung der erwihnten Methoden entstehen kénnen. 
Eine andere Bedingung ist, die zu untersuchenden Substanzen 
nicht mit in die zu entfernenden Proteine hineinzubringen. 

Am meisten ware bei diesen Studien zu wiinschen, daB 
sich ausschlieBlich die eigentlichen Proteine entfernen lieBen, 
um in den Extrakten einmal den den Peptonen, Albumosen 
und Polypeptiden entsprechenden Stickstoff, das andere Mal 
den nur auf die Aminosaéuren zu beziehenden Stickstoff zu be- 
stimmen. 

Alle bisherigen zur Extraktion des Nichtproteinstickstoffs 
benutzten Verfahren kénnen nicht fiir die angedeuteten Zwecke 





—le ee se ee re ee 
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benutzt werden. Die Extrakte enthalten je nach der benutzten 
Methode verschieden groBe Mengen von Eiweibspaltungspro- 
dukten, die je nach der angewandten Extraktionsweise schwanken. 
Daraus folgt, daB man bei Anwendung der Formolmethode 
von Sérensen zur Titration des Aminosaurestickstoffs in 
manchen Fillen Gefahr lauft, gleichzeitig auch einen Teil des- 
jenigen Stickstoffs zu bestimmen, der sich in Bindung vom 
Charakter der Aminoséuren befindet, wie man sie bei Pep- 
tonen und Polypeptiden findet, und die, wie die Versuche 
von H. Schiff, Obermayer und Willheim, Kossel und 
N. Gawrilow gezeigt haben, auch bei verschiedenen EiweiB- 
kérpern vorkommen kénnen. 

Nichtsdestoweniger haben wir fiir die besonderen Unter- 
suchungen iiber die Aminoséiuren in den Geweben und Filiissig- 
keiten des Organismus eine gut anwendbare Extraktionsmethode, 
was daraus folgt, daB die erhaltenen Extrakte, abgesehen da- 
von, daB sie arm an Gesamtstickstoff sind, so gut wie identi- 
sche Aminosaurestickstoffwerte liefern, gleichgiiltig ob die Be- 
stimmung des Aminosaurestickstoffs vor oder nach der Hydro- 
lyse mit Saéuren des Extraktes vorgenommen wird’). 

Die verschiedenen Extraktionsverfahren, die bislang zur 
Bestimmung der Aminosaéuren im Blute nach der Methode von 
Sérensen und der von Slyke und Meyer im Gebrauch sind, 
lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

1. Metaphosphorsaéure. Wurde benutzt von H. Delaunay’) 
bei Versuchen iiber den durch Formol titrierbaren Nichtprotein- 
stickstoff im Blute mariner und terrestrer Tiere. 

2. Alkohol von 95°/,; ein Teil Blut auf zehn Teile Alkohol. 
Wurde von Slyke und Meyer’®) zur Bestimmung des Amino- 
siurestickstoffs des Blutes der Saugetiere in toto benutzt. 

3. Entfernung der EiweiBkérper nach Trocknung bei ca. 
70° und nachfolgender Extraktion der Aminosiéuren mit wasse- 


1) D. van Slyke und G. Meyer, Journ. of Biolog. Chem. 12, 339, 
1912. — G. Buglia und A. Costantino, Zeitschr. f. phys. Chem. 82, 
439, 1912. 

*) H. Delaunay, Compt. rend. Soc. Biol. 73, 492, 1913; 74, 154, 
1913. 

5) D. van Slyke und E. M. Meyer, Journ. of Biolog. Chem. 12, 
398, 1912. 
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rigem Alkohol (10°/,) in Gegenwart von Bariumsalzen. Das 
Verfahren wurde angewandt zur Bestimmung des Aminosaure- 
stickstoffs nach der Formolmethode von G. Buglia und A. Co- 
stantino in den Geweben und neuerdings von A. Costan- 
tino im Blute’). Da ich bisher noch nicht eingehend genug 
die besten Bedingungen in bezug auf die zuzusetzenden Mengen 
Bariumsalze studiert habe, was ich jedoch nachholen will, so 
ist das genannte Verfahren nicht so einfach zu benutzen, wenn 
es sich um Untersuchungen iiber den durch Formol titrierbaren 
Aminosaurestickstoff im Blute handelt. 

4. Entfernung der EiweiBkorper mit angesiuerter Sublimat- 
lésung. Angewandt von Bingel*) zur qualitativen Aufsuchung 
von Aminoséuren im Blute und neuerdings von A. Costantino 
zu quantitativen Bestimmungen iiber die Verteilung des durch 
Formol titrierbaren Aminosiurestickstoffs auf Serum und Blut- 
kérperchen im Blute. (Die fiir den Aminosaurestickstoff er- 
haltenen Werte stimmen gut mit den nach Methode Nr. 2, 
d. h. Entfernung der Proteine mit Alkohol, erhaltenen iiberein.) 

In bezug auf Einfachheit, Billigkeit und Genauigkeit steht 
die Methode, die auf der Entfernung der Eiwei8substanzen mit 
angesiuerter Sublimatlésung beruht, an erster Stelle, indem sie 
geringe Fliissigkeitsmengen liefert, die vdéllig ungefarbt sind. 
Ich lasse den Gang der Methode sowie die analytischen Re- 
sultate folgen, die bei der Anwendung auf Serum und Blut 
vom Ochsen, sei es in An- oder Abwesenheit bestimmter Mengen 
von Aminosauren, erhalten worden sind. 


Methodik. 


100 ccm Blut oder Serum werden mit einem gemessenen (500 ccm) 
Volumen 2°/,iger Sublimatlésung, die 0,8°/, Salzsiure enthalt, gemischt. 
Die Mischung wird in einem geschlossenen Kolben heftig geschiittelt 
und einige Stunden stehen gelassen, wobei das Schiitteln zeitweise wieder- 
holt wird. Hierauf zentrifugiert man den Brei 10 Min. lang und hebt 
die Fliissigkeit ab, die durch ein trocknes Filter in einen graduierten 
Zylinder gegossen wird. Ein bekanntes Volumen dieser Fliissigkeit wird, 
wie es fiir den Urin iiblich ist, analysiert, und zwar nachdem das Queck- 
silber durch Schwefelwasserstoff entfernt worden ist und der Schwefel- 
wasserstoff wieder durch einen Luftstrom vertrieben wurde, die Fliissig- 


1) A. Costantino, diese Zeitschr. 51, 91, 1913. 
*) A. Bingel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 382, 1908. 
Biochemische Zeitschrift Band 55. 28 
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keit genau neutralisiert und auf dem Wasserbad oder besser bei 50° im 
Vakuum konzentriert und das Ammoniak durch Destillation im Vakuum 
bei 45° mit MgO entfernt. 

Bei biologischen Versuchen, bei denen eine gegebene Blutmenge des- 
selben Tieres mehrmals zu analysieren ist, begegnet man bei der Be- 
stimmung der Aminosiuren ziemlichen Schwierigkeiten. Die besonders 
im Serum kleine, mit Formol zu bestimmende Aminosiurestickstoffmenge 
erfordert eine groBe Materialmenge. Bedenkt man auBerdem, daB bei 
der Bestimmung der Aminosdéuren nach Sérensen es immer angezeigt 
ist, mit "/,-Lésungen von Séure und Alkali zu operieren und nicht mit 
verdiinnteren, so tritt eine andere nicht geringe Schwierigkeit auf bei 
der Analyse von nur kleinen Mengen. 

In diesen Fallen empfiehlt es sich, einen Kunstgriff anzuwenden, 
wie er in der analytischen Chemie bei Bestimmung sehr kleiner Mengen 
(z. B. des Eisens in eisenarmen Mineralien oder in Geweben usw.) iiblich 
ist; d. h. man fiigt zu der zu analysierenden Probe eine bekannte Menge 
der gleichen zu bestimmenden Substanz, im vorliegenden Falle also eine 
Aminosaure. Auf diese Weise arbeitet man nicht nur unter Bedingungen, 
wie sie die Sérensensche Methode verlangt, sondern man ist auch in 
der Lage, eine Probe von 50 cem Serum oder Blut mit der gleichen 
Exaktheit zu analysieren wie eine Probe von 100 und mehr Kubikzenti- 
meter. In der Tat wird dies durch meine Versuche vollstindig bestatigt. 


Analytische Daten. 


Der erste Versuch wird in extenso beschrieben, die anderen nur 
kurz wiedergegeben. 


I. Defibriniertes Ochsenblut. 


100 cem Blut wurden mit 500ccm saurer Sublimatlésung versetzt. 
Gesamtvolumen mithin 600 ccm. Nach dem Zentrifugieren und Filtrieren 
wurden 500 ccm analysiert. Diese Fliissigkeit wurde den angefiihrten 
Manipulationen unterworfen und der Ammoniakstickstoff entfernt. Das 
Volumen betrug nach der Konzentration im Vakuum ca. 30 ccm. Es wird 
jetzt festes Bariumchlorid und Bariumhydrat zugegeben und 1,5 ccm 
Phenolphthalein (0,5°/, wiasserig-alkolische Lésung, enthaltend 50°/, Al- 
kohol). Man filtriert und fangt die klare Fliissigkeit in einem graduierten 
Zylinder auf. Das Fliissigkeitsvolumen betrug 75 com. Manchesmal wurde 
es auf 100ccm und mehr verdiinnt und ein Teil davon analysiert. Dies 
erfolgte nach genauer Neutralisation gegen Azolitmin in der gewéhn- 
lichen Weise. 


“ee com 7,5 — = cem 5,8 = ccm 1,5 — 0,2 (Korrektion der Ver- 


suchsprobe) = 1,3 >< 2,8 = 3,6 mg. 
Die zu analysierenden 500 ccm Fliissigkeiten enthielten demnach 3,6 mg 
durch Formol titrierbaren Aminosaurestickstoff. 
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Da das Anfangsvolumen 600 ccm betrug, erhalt man 
500 ccm: 3,6 mg = 600 ccm:x mg 
x= 4,4 mg. 
100 cem Blut enthalten 4,4 mg durch Formol titrierbaren Amino- 
sdurestickstoff. 


II. Defibriniertes Ochsenblut. 


1. Gehalt des Serums an Aminosaurestickstoff (formoltitrierbar): 


—o Angew. Substanz Ba(OH), Aminosiure-N 
Substanz Menge ine ~~ 
Serum 100 cem 0,8 ccm 3,3 


2. Gehalt des Serums an Aminosiurestickstoff (formoltitrierbar) 
nach Zusatz von 9,3 mg Asparaginsaure-N: 


. Angew. Substanz Ba(OH), Aminosaure- N 
Substanz ato ee in mg 
& in 50 ccm 
Serum 50 ccm 2,3 cem 11 


Subtrahiert man von diesen 11 mg Aminosaurestickstoff, die in 50 ccm 
Serum gefunden wurden, den Wert in Milligramm fiir den in 50 ccm 
Serum urspriinglich schon vorhandenen Aminosaurestickstoff, so ergibt 
sich 11 — 1,6 = 9,4 mg. 

Gefunden: 9,4mg. Berechnet: 9,3 mg. 


Die Extraktionsmethode ist demnach als gut zu bezeichnen. 


Ill. Defibriniertes Ochsenblut. 


1. Analyse des Serums: 


Subatens Angew. Substanz Ba(OH), Aminosaure-N 
’ Menge ee in mg 
Serum 100 cem 0,8 cem 3 


2. Analyse des Serums nach Zusatz von 10,1 mg durch Formol titrier- 
baren Aminosaurestickstoffs, bestehend aus dem Gemenge der durch 
Hydrolyse (H,SO,) erhaltenen Aminoséuren des Caseins nach Entfernung 
der Schwefelsaure: 


Angew. Substanz Ba(OH), Aminosaure-N 
Substanz Seon a ace in mg 
ng . in 50 cem 
Serum 50 ccm 2,6ccm 11,5 


Subtrahiert man von diesen 11,5mg Aminosiurestickstoff, die in 
50 cem Serum gefunden wurden, den in 50cem Serum urspriinglich be- 
reits vorhandenen Wert fiir den Aminosaurestickstoff in Milligramm, so 


erhalt man: 
11,5 — 1,5 = 10 mg. 


Gefunden: 10mg. _ Berechnet: 10 mg. 


Die Ubereinstimmung ist eine vollstandige. 
28* 
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3. Analyse des Serums nach Zusatz von 16,3 mg Glykokollstickstoff. 


Aminosaure-N 
Substanz — ——s in mg 
8 5 in 50 com 
Serum 50 ecm 3,3 com 17,6 


Subtrahiert man von diesen 17,6mg die in 50ccm Serum pri- 
existierende Menge Aminosaurestickstof, so erhalt man: 
17,6 — 1,5= 16,1 mg. 
Gefunden: 16,1 mg. Berechnet 16,3 mg. 


Auch in diesem Falle findet sich eine ausgezeichnete Ubereinstim- 
mung zwischen zugesetztem und gefundenem Aminosiurestickstoff. 


SchluBfolgerung. 

Aus den verschiedenen experimentellen Resultaten folgt, 
daB die Methodik leicht und sicher bei der Bestimmung der 
Aminosiuren im Serum und im Blut zum Ziele fihrt. Im 
iibrigen bietet sie die Méglichkeit, kleinere Mengen Materials 
zu benutzen, nachdem zuvor eine bekannte Menge einer Amino- 
siure zugesetzt worden ist. 
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Zur Kenntnis des Abbaues der Karbonsauren im 
Tierkérper. 
XV. Mitteilung. 
Verhalten des Benzaldehyds im Tierkérper. 
Von 
E. Friedmann und W. Tiirk. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Kgl. Charité 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 20, August 1913.) 


Wahrend Furfurol im Tierkérper nach den Versuchen von 
Jaffé und Cohn’) eine Synthese mit Essigsiure unter Bildung 
von Furfurakrylsiure eingeht und als Furfurakrylursdure zur 
Ausscheidung gelangt, ist ein ahnliches Verhalten vom Benz- 
aldehyd nicht bekannt. An Versuchen, das Schicksal des Benz- 
aldehyds nach dieser Richtung zu verfolgen, hat es nicht ge- 
fehlt. So hat R. Cohn*) im Hinblick auf die Befunde, die bei 
der Verfiitterung von Furfurol erhoben worden sind, das Ver- 
halten des Benzaldehyds im Tierversuch eingehend gepriift, ist 
jedoch zu keinem entscheidenden Resultate gekommen. 

R. Cohn verabfolgt Benzaldehyd Kaninchen subcutan und 
Hunden per os. 

In den Kaninchenversuchen wurden nach Verfiitterung 
von Benzaldehyd aus dem Harn groBe Mengen von Benzoe- 
siure und Hippursdure isoliert. Zur Priifung, ob der ausge- 
schiedenen Benzoesiure Zimtsiure beigemengt war, benutzte 
R. Cohn die Eigenschaft der Zimtsiéure, beim Erwairmen ihrer 
wiisserigen Lésung mit Kaliumpermanganat Benzaldehyd zu 
bilden, der leicht am Geruch erkenntlich ist. Die Reaktion 


1) M. Jaffé und Rud. Cohn, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 20, 
2311, 1887. 
*) Rud. Cohn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 17, 274, 1893. 





426 E. Friedmann und W. Tiirk: 


fiel jedoch negativ aus. Die ausgeschiedene Hippursiure wurde 
durch Kochen mit starkem Barytwasser in Benzoesiure und 
Glykokoll gespalten, die Benzoesiure mit Ather extrahiert und 
mit Hilfe der Kaliumpermanganatreaktion auf Zimtsaiure ge- 
prift. Auch hier trat der Geruch nach Benzaldehyd nicht auf. 
Nur in der Mutterlauge der Benzoesiurekrystallisation wurde 
schwache Zimtsaurereaktion erhalten. Es erschien demnach 
nicht ausgeschlossen, daB der Benzoesiure geringe Mengen von 
Zimtsiure beigemischt waren. 

Zu demselben Resultate fiihrte ein Fiitterungsversuch an 
einem Hunde, der, in taglichen Dosen bis zu 10g auf drei 
Portionen verteilt, bei Milch- und Brotfiitterung 65,8 g Benz- 
aldehyd erhielt. Auch hier war die Zimmtséurereaktion nur 
in der Mutterlauge der Benzoesiure positiv, aber es gelang 
nicht, die geringen Mengen, um die es sich nur handeln konnte, 
zu isolieren. Ebensowenig konnte in der ausgeschiedenen Hip- 
purséure nach Spaltung mit Barytwasser Zimtsiure nachge- 
wiesen werden. 

Eine Erklarung fiir diese negativen Resultate glaubte R.Cohn 
in der Tatsache, die er durch eigene Versuche feststellte, zu 
sehen, daB auch die Zimtsiure im Tierkérper zum gréBten Teil zu 
Benzoesiure abgebaut und als Hippursdéure ausgeschieden wird. 
Es schien ihm daher die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, daB 
nach Verfiitterung von Benzaldehyd ein, wenn auch nur geringer 
Teil des Benzaldehyds, in Zimtsiure iibergefiihrt wird, der dann 
weiter einer sekundéren Umwandlung zu Benzoesaure anheimfallt. 

Bei der prinzipiellen Wichtigkeit fiir das Verstandnis des 
Auftretens von ungesattigten Sauren bei dem Abbau der héheren 
Phenylfettsiuren im Tierkérper schien es uns wiinschenswert, 
von neuem die Frage zu untersuchen, ob im Tierkérper eine 
Synthese des Benzaldehyds mit Essigsiure zu Zimtsaéure nach- 
weisbar ist. Wir glaubten, diese Frage um so eher zur Ent- 
scheidung bringen zu kénnen, als wir durch die Versuche von 
H. D. Dakin eingehend iiber das Schicksal der Zimtsiure im 
Tierkérper unterrichtet sind‘). H. D. Dakin isolierte nach Ver- 
fiitterung von Zimtsiure aus dem Harn der Versuchstiere auBer 
Hippursiure Cinnamoylglycin, Acetophenon und _ 1-Phenyl-f- 
oxypropionsiure. Wir nahmen daher die Fiitterungsversuche 


1) H. D. Dakin, Journ. of Biolog. Chem. 6, 206, 1909. 
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mit Benzaldehyd wieder auf und priiften, ob im Harn der Ver- 
suchstiere neben Hippursiure Cynnamoylglycin und |-Phenyl-- 
oxypropionsaure, deren Anwesenheit infolge der Linksdrehung 
ihrer wasserigen Lésung leicht nachweisbar ist, auftreten. 

Wir applizierten Benzaldehyd, in Olivenél gelést, Hunden 
subcutan. Aus dem Harn der Versuchstiere konnte auBer ge- 
ringen Mengen von Benzoesaure nur Hippursaure isoliert werden. 
Die ausgeschiedene Hippursiure wurde einer wiederholten frak- 
tionierten Krystallisation unterworfen. Samtliche Fraktionen 
waren einheitlich und bestanden ausschlieBlich aus Hippur- 
siure. Die wasserige Mutterlauge der Hippursiure zeigte keine 
Linksdrehung, so daB wir die Abwesenheit von 1-Phenyl-/- 
oxypropionsaure nach Verfiitterung von Benzaldehyd sicher- 
stellen konnten. 

Aus diesen Versuchen folgt, daB unter den gewiahliten Ver- 
suchsbedingungen eine Synthese des Benzaldehyds mit Essig- 
siure zu Zimtsiure im Tierversuch nicht nachweisbar ist. Die 
nach Verfiitterung von Phenylpropionsaure’) und Phenylvalerian- 
siure*) auftretende Zimtsaéure kann daher mit Recht als Abbau- 
produkt dieser Séuren aufgefaBt werden. 


Fiitterungsversuche. 


Der zur Verfiitterung verwendete Benzaldehyd war reinster 
Benzaldehyd von Kahlbaum. 


1. Fiitterungsversuch. 

Einem Hunde von 5,6 kg, der taglich 1 Pfund gekochtes 
Pferdefleisch erhielt, wurden taglich 2 g Benzaldehyd, in 8 ccm 
Olivenél gelést, unter die Haut gespritzt. Im ganzen wurden 
10 g Benzaldehyd verabreicht. 

Die gesammelten Harne der 5 Versuchstage wurden zum 
diinnen Sirup eingedampft und dieser 4mal mit 92°/,igem 
Alkohol ausgezogen. Der nach Abdampfen des Alkohols er- 
haltene Riickstand wurde in wenig Wasser gelést, die Losung 
mit 100 cem 25°/,iger Phosphorsiure angesiuert und 5 mal 
12 Stunden mit Ather extrahiert. Im Atherextrakt war eine 
reichliche krystallinische Ausscheidung vorhanden. Nach Ab- 


1) H. D. Dakin, Journ. of Biolog. Chem. 4, 419, 1908. 
*) H. D. Dakin, Journ. of Biolog. Chem. 6, 221, 1909. 
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destillieren des Athers wurde der Riickstand in 100 ccm heiBem 
Wasser gelést und die Lésung 12 Stunden in dem Eisschrank 
zur Krystallisation aufgestellt. Der ausgeschiedene Krystallbrei 
wurde abgesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser ausgewaschen 
(A. Krystalle, B. Mutterlauge). 

A. Krystalle. Die Menge der krystallinischen Ausschei- 
dung betrug nach dem Trocknen im Vakuum iiber Schwefel- 
siure 11,9 g. Sie bestand ausschlieBlich aus Hippursaure. 
Zur Reinigung wurde die erhaltene Hippursiure in 200 ccm 
Wasser in der Wiarme gelést, die Lésung mit Tierkohle ent- 
farbt und filtriert. Beim Erkalten schied sich die Hippursaiure 
in schénen, nadelférmigen Krystallen ab. Ihr Schmelzpunkt 
lag bei 187,5° (unkorr.). Die Mischprobe mit synthetischer 
Hippursiure ergab keine Depression des Schmelzpunktes. 

B. Mutterlauge. Das Volumen der Mutterlauge der 
Hippursaurekrystallisation vor dem Auswaschen mit Eiswasser 
betrug 105 ccm. Im 2-dem-Rohr polarisiert zeigte die Fliissig- 
keit eine Rechtsdrehung von -+-0,1°. Die Mutterlauge wurde 
mit dem Waschwasser vereinigt, auf dem Wasserbade auf etwa 
5 cem eingeengt und von neuem mit Ather nach Hinzufiigen 
von 10 ccm 25°/,iger Phosphorsiure im Extraktionsapparate 
extrahiert. Die Extraktion dauerte 30 Stunden. Am Boden 
des Extraktionskolbens hatten sich wenig Krystalle und etwas 
Sirup ausgeschieden. Die atherische Lésung wurde von dieser 
Ausscheidung abgegossen und Bodensatz und atherische Lésung 
getrennt verarbeitet (a Bodensatz, b atherische Lésung). 

Der Bodensatz a wurde in Wasser gelést und die Lésung 
nach Filtration von einer geringen, flockigen, amorphen Aus- 
scheidung im Polarisationsapparat untersucht. Das Volumen 
der Fliissigkeit betrug 30 ccm. Im 2-dem-Rohr konnte keine 
Drehung beobachtet werden. Beim Einengen dieser Lésung 
blieb ein geringer, brauner Sirup zuriick, der auch nach langerem 
Stehen nicht krystallisierte. 

Die atherische Lésung b wurde durch Destillation vom 
Ather befreit. Der Destillationsriickstand bestand aus nadel- 
férmigen Krystallen, die von einem braunen Sirup durchsetzt 
waren. Er wurde mit absolutem Ather iibergossen. Hierbei 
blieben die Krystalle ungelést (Krystalle, absolut-atherische 
Lésung). 
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Die Krystalle wurden abgesaugt und getrocknet; ihre 
Menge betrug 0,35 g, ihr Schmelzpunkt lag unscharf bei 181° 
(unkorr.). Zur Reinigung wurde die Krystallisation in 80 ccm 
Wasser gelést und die Lésung etwas konzentriert. Die erste 
Krystallisation bestand aus 0,02 g einer Substanz, deren Schmelz- 
punkt oberhalb 280° lag; sie wurde vernachlissigt. Die zweite 
Krystallisation ergab 0,28 g Hippursadure vom Schmelzpunkt 
187,5° (unkorr.). 

Die in absolutem Ather léslichen Anteile dieser 
Fraktion wurden durch Destillation vom Ather befreit. Hier- 
bei blieb ein schwach braun gefiarbter Sirup zuriick. Dieser 
wurde mit 25 ccm Wasser aufgenommen, wobei nicht voll- 
kommene Lésung eintrat. Das Gemisch wurde zweimal mit 
Chloroform ausgeschiittelt (wasserige Lésung und Chloro- 
formauszug). Die wasserige Lésung wurde durch Auf- 
kochen vom Chloroform befreit, filtriert und im Polarisations- 
apparat untersucht. Ihr Volumen betrug 25 ccm. Im 2-dcm- 
Rohr im polarisierten Lichte untersucht, konnte keine Drehung 
festgestellt werden. Die Chloroformausziige hinterlieBen nach 
Abdestillieren des Chloroforms einen braunen, dligen Riickstand, 
der beim UbergieBen mit wenig kaltem Wasser krystallinisch 
erstarrte. Die Krystalle wurden abgesaugt. Ihre Mutterlauge, 
deren Volumen 35 ccm betrug, zeigte, im 2-dem-Rohr unter- 
sucht, keine Drehung des polarisierten Lichtes. Die abgesaugten 
Krystalle wurden iiber Schwefelsiure getrocknet. Ihre Menge 
betrug 0,43 g. Sie wurden in 10 ccm 10°/,iger Sodalésung in 
der Wiarme gelést. Die alkalische Lésung wurde mit Ather 
wiederholt ausgeschiittelt. Hierbei gingen nur Spuren in den 
Ather iiber. Dieser atherische Auszug wurde vernachlissigt. 
Beim Ansauern der alkalischen Lésung entstand eine Triibung, 
die mit Ather aufgenommen wurde. Der itherische Aus- 
zug der sauren Lésung wurde mit Natriumsulfat getrocknet 
und hinterlieS nach Abdestillieren des Athers einen dligen 
Riickstand, der sofort krystallinisch erstarrte. Nach zwei- 
maligem Umkrystallisieren aus 20 com Wasser wurden 0,21 g 
Substanz erhalten. Die Krystalle bestanden aus glinzenden 
Blattchen und zeigten den Schmelzpunkt von 122° (unkorr.). 
Die Mischschmelzprobe ergab ihre Identitét mit Benzoe- 
siure. 
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In diesem Versuche wurden nach Verfiitterung von 10g 
Benzaldehyd 12,18 g Hippursiure und 0,21 g Benzoesdure 
isoliert. 

2. Fitterungsversuch. 

Einem Hunde von 5,7 kg, der taglich 1 Pfund gekochtes 
Pferdefleisch erhielt, wurden an 5 aufeinanderfolgenden Tagen 
je 2g Benzaldehyd, in 8 ccm Olivendél gelést, unter die Haut 
gespritzt. Im ganzen wurden 10g Benzaldehyd verabreicht. 

Die Harne der Versuchstage (5tagiger Harn) wurden in 
der im ersten Fiitterungsversuche geschilderten Weise verarbeitet 
und zur Atherextraktion vorbereitet. Die Atherextraktion 
dauerte 4 mal 12 Stunden. Im Atherextrakt hatten sich 
reichlich Krystalie ausgeschieden. Nach Abdestillieren des 
Athers wurde der Riickstand in 100 ccm Wasser gelést und 
die Lésung zur Krystallisation aufgestellt. Die ausgeschiedenen 
Krystalle wurden abgesaugt (A Krystalle, B wisserige 
Mutterlauge). 

A. Krystalle. Die Menge der ausgeschiedenen Krystalle 
betrug 9,4 g. Ihr Schmelzpunkt lag unscharf bei 185° (unkorr,). 
Sie wurden in 200 ccm Wasser in der Warme gelést. Die 
Lésung wurde mit Tierkohle entfarbt und ergab beim Erkalten 
eine erste Krystallisation von 7,1 g. Diese bestand aus 
einem Gemisch von wenig Benzoeséure und viel Hippursiure. 
Zur Trennung dieses Gemisches wurde es mit heiBem Benzol 
ausgekocht, der die Benzoesiure aufnahm und die Hippursaure 
ungelést zuriicklieB. Aus den Benzolausziigen wurden 0,9 g 
reine Benzoeséiure vom Schmelzpunkt i22° (unkorr.) erhalten, 
die durch die Mischschmelzprobe identifiziert wurden. Die in 
Benzol unlésliche Hippursiure ergab nach einmaligem Um- 
krystallisieren aus heiBem Wasser 5,7 g reine Hippursdure 
vom Schmelzpunkt 187° (unkorr.), die ebenfalls durch die Misch- 
probe identifiziert wurde. 

Die Mutterlauge der 7,1 g der ersten Krystallisation lieferte 
beim Einengen eine zweite Krystallisation von 0,4 g 
Benzoesaure vom Schmeizpunkt 122° (unkorr.). Beim weiteren 
Einengen der Mutterlauge der zweiten Krystallisation wurde 
eine dritte Krystallisation von 0,5 g erhalten, die durch 
ihren Schmelzpunkt 187,5° (unkorr.) und durch die Misch- 
schmelzprobe mit Hippursaure identifiziert wurde. 
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Die wiasserige Mutterlauge B wurde mit Tierkohle 
entfarbt. Ihr Volumen betrug 120 ccm. Im 2-dem-Rohr pola- 
risiert, zeigte die Losung keine Drehung des polarisierten Lichtes. 
Sie lieferte beim Einengen 0,3 g Hippurséure. Die Mutter- 
lauge dieser Krystallisation wurde mit 10 ccm 25°), iger Phos- 
phorséure angesdiuert und 30 Stunden im Extraktionsapparate 
mit Ather extrahiert. Nach Abdestillieren des Athers hinter- 
blieb ein Sirup, der in Wasser aufgenommen wurde. Die 
wasserige Lésung wurde mit Chloroform ausgeschiittelt. Aus 
dem Chloroformauszug wurden 0,15 g Benzoesiure vom 
Schmelzpunkt 122° (unkorr.) isoliert. Die wisserige Lésung 
lieferte 0,08 g Hippursaiure vom Schmelzpunkt 187° (unkorr.). 

In diesem Versuche wurden nach Verfiitterung von 10g 
Benzaldehyd 6,6 g Hippursdure und 1,45 g Benzoesaure isoliert. 








Zur Kenntnis des Abbaues der Karbonsauren im 
Tierkorper. 


XVI. Mitteilung. 


Verhalten der a-Phenylbuttersiure im Tierkérper. 


Von 
E. Friedmann und W. Tiirk. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Kgl. Charité 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 20. August 1913.) 


Nach der ziemlich allgemein angenommenen Vorstellung 
werden im Tierkérper die gesittigten Fettsiuren iiber die £- 
Ketonsiuren zu den um zwei Kohlenstoffatome armeren Saiuren 
abgebaut. Bei der Leichtigkeit, mit der im chemischen Ver- 
suche £-Ketonsaiure durch Saéurespaltung in die um zwei Kohlen- 
stoffatome armeren Séuren iibergehen, ist diese Reaktion als 
chemische Deutung fiir die im Tierversuch festgestellte Gesetz- 
maBigkeit aufgefaBt worden. Zum Studium dieser GesetzmaBig- 
keiten sind bisher in der aromatischen Reihe fast ausschlieBlich 
endstaindig phenylsubstituierte Fettsiuren verwendet worden. 
Dies hat zur Folge, da8 wir nur iiber das Schicksal der der 
Phenylgruppe benachbarten Kohlenstoffatome unterrichtet sind. 
Um ein Beispiel zu geben, wissen wir, daB Phenylbutterséure 
im Tierkérper in Phenylessigsiure iibergeht: 

C,H, .CH,.CH,.CH,.COOH 


C,H, CH, .COOH. 


Wir erhalten durch diese Abbaureaktion jedoch nur iiber das- 
jenige Bruchstiick der Phenylbutterséure, das der Phenylgruppe 
benachbart ist, Aufschlu8 und bleiben im unklaren, was aus 
dem der Karboxylgruppe benachbarten Kohlenstoffatome wird. 
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Hierdurch verlieren wir den Boden fiir eine sichere Interpreta- 
tion der diesen Abbau beherrschenden Reaktionsfolgen. 

Wir haben versucht, diese Liicke durch Verfiitterung von 
a-phenylsubstituierten Fettsiuren auszufiillen und priiften das 
Verhalten der a-Phenylbuttersiure im Tierkérper. Es war zu 
vermuten, daB, falls diese Siaiure iiber die entsprechende {- 
Ketonsaure abgebaut wiirde, im Harn der Versuchstiere Phenyl- 
essigsiure, die durch Séurespaltung aus der intermediir ge- 
bildeten q-Phenyl-$-Ketobuttersiure entstanden wire, auftreten 
wiirde. 


CH, .CH, .CH(C,H,).COOH, 
l 
¥ 

CH,.CO. CH(C,H,).COOH, 


CH,.COOH, C,H,.CH,.COOH. 


Die Fiitterungsversuche, die wir mit q-Phenylbuttersdure 
an Hunden angestellt haben, haben fiir die Richtigkeit dieser 
Vermutung keine Anhaltspunkte gegeben. Aus dem Harn der 
Versuchstiere konnte auBer einem neutralen K6rper, der nicht 
untersucht wurde, nur unveranderte q-Phenylbuttersaure isoliert 
werden. 


Fitterungsversuch. 


Die zur Verfiitterung verwendete q-Phenylbuttersiure war 
nach den Angaben von Rupe’) dargestellt worden. 

Einem Hunde von 11,75 kg wurden an 4 aufeinanderfol- 
genden Tagen 50 ccm einer Loésung von 2g «a-Phenylbutter- 
sdure, die mit Natriumbicarbonat neutralisiert war, unter die 
Haut gespritzt. Im ganzen wurden 8 g a-Phenylbuttersiure 
verfiittert. 

Die Harne der Versuchstage wurden eingedampft und 
der Riickstand wiederholt mit 93°/,igem Alkohol ausgezogen. 
Die alkoholischen Ausziige wurden nach Verjagen des Alkohols 
mit 100 ccm Wasser aufgenommen, die Lésung mit 50 ccm 
25°/,iger Phosphorsiure angesiuert und im Extraktions- 
apparate 4mal 12 Stunden mit Ather extrahiert. Am Boden 
des Extraktionsapparates hatte sich nach dieser Zeit ein brauner 
Sirup abgeschieden. Der Ather wurde abdestilliert, der sirupése 


1) H. Rupe, Liebigs Ann. 369, 334, 1909. 
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Riickstand in 75 ccm Wasser aufgenommen und die waisserige 
Lésung 3 mal mit Chloroform ausgeschiittelt (A. Chloroform- 
auszug, B. wisserige Lésung). 

A. Die Chloroformausziige wurden tiber Natriumsulfat 
getrocknet. Nach Abdestillieren des Chloroforms hinterblieb 
ein Ol, das keine Neigung zum Krystallisieren zeigte. Seine 
Menge betrug 7,6 g. Es wurde der Destillation unterworfen. 
Bei 268 bis 270° gingen 5,2 g Substanz iiber. Der Riickstand 
im Destillationskolben betrug 2,4 g. Die bei 268 bis 270° iiber- 
gegangene Substanz dunkelte beim Stehen an der Luft nach. 
Sie wurde in Natronlauge gelést, die einen Teil der Substanz 
ungelést lieB. Der in Natronlauge unldsliche Anteil wurde 
durch Ausschiitteln mit Ather der alkalischen Filiissigkeit ent- 
zogen. Seine Menge betrug 1,3 g. Die wiasserige alkalische 
Lésung wurde mit Schwefelsiure angesiuert, hierbei entstand 
eine dlige Ausscheidung, die mit Ather aufgenommen wurde. 
Die atherische Lésung wurde getrocknet und durch Destillation 
vom Ather befreit. Der dlige Riickstand wurde der Destillation 
unterworfen und ging bei 268 bis 270° iiber. Denselben Siede- 
punkt besaB die zur Verfiitterung verwendete «-Phenylbutter- 
siure. Der Nachweis, daB die isolierte Substanz q-Phenyl- 
buttersiure war, wurde durch Titration ihrer waAsserigen, 
alkoholischen Lésung mit */,,-Normal-Natronlauge unter Verwen- 
dung von Phenolphthalein als Indicator gefiihrt. 


0,1780 g Substanz. Gef.: 10,7 com ®/,,-Natronlauge. 
Ber.: 10,8 ccm /,,-Natronlauge. 


Die Bestimmung des Aquivalentgewichtes der erhaltenen 
Substanz ergab nach diesen Zahlen den fiir c-Phenylbuttersiure 
verlangten Wert. Die Menge der isolierten, reinen Saure be- 
trug 3,9 g. 

B. Die wasserige Lésung wurde mit Tierkohle entfarbt. 
Ihr Volumen betrug 125 ccm. Im 2-dem-Rohr im polarisierten 
Licht untersucht, zeigte die Fliissigkeit keine Drehung. Sie 
wurde eingedampft, der Riickstand in 15 ccm Wasser aufge- 
nommen und nach Zusatz von 10 ccm 25°/,iger Phosphorsdure 
im Extraktionsapparate 12 Stunden mit Ather extrahiert. In 
der atherischen Lésung hatte sich eine krystallinische Substanz 
ausgeschieden. Nach Abdestillieren des Athers wurde der Riick- 
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stand in 50 ccm Wasser aufgenommen, die Lésung mit Tier- 
kohle entfairbt und die farblose Fliissigkeit eingeengt. Nach 
12 stiindigem Stehen im Eisschrank hatten sich grobe, nadel- 
férmige Krystalle ausgeschieden, die abgesaugt und auf Ton 
abgepreBt wurden. Ihre Menge betrug 0,4 g. Ihr Schmelz- 
punkt lag bei 183 bis 184° (unkorr.). Nach einmaligem Um- 
krystallisieren aus Wasser zeigte sie den fiir Hippursadure 
angegebenen Schmelzpunkt von 187,5° (unkorr.) und konnte 
mit dieser durch die Mischschmelzprobe identifiziert werden. 
Ihre Menge betrug 0,312 g. 

In diesem Versuche wurden nach Verfiitterung von 8 g 
a-Phenylbuttersiure 3,9 g unverainderte «-Phenylbuttersaure 
und 1,3 g eines neutralen, nicht naher untersuchten Korpers 
isoliert. 








Zur Kenntnis des Abbaues der Karbonsauren im 
Tierkorper. 


XVII. Mitteilung. 


Uber die Bildung von Acetessigsiure aus Essigsdure bei 
der Leberdurchblutung. 


Von 
E. Friedmann. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Kgl. Charité 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 20. August 1913.) 


A. Loeb’) hat vor kurzem tiber Durchstrémungsversuche 
berichtet, aus denen hervorgeht, daB Essigsiure den Umfang 
der Acetessigsiurebildung in der iiberlebenden Leber regelmaBig 
und betrichtlich steigert. Dieses Resultat steht im Gegensatz 
zu Angaben, die ich friiher gemacht habe*), nach denen ich 
eine Einwirkung der Essigsiure auf die GréBe der Acetessig- 
siurebildung in zwei Durchstr6mungsversuchen nicht habe fest- 
stellen kénnen. Ich habe mich daher bemiiht, den Widerspruch, 
der zwischen den Angaben von Loeb und den meinen besteht, 
aufzuklaren. 

Die Technik der friiheren Versuche war im wesentlichen 
die gleiche wie die von Embden und seinen Mitarbeitern 
verwendete. Die Durchsicht meiner Protokolle zeigte mir, daB 
die erwaihnten Versuche selbst als einwandfrei anzusehen sind. 
So passierte das gesamte Blut in Versuch 1 bei einem Druck 
von 40 mm Quecksilber 10mal und in Versuch 2 bei einem 
Druck von 40 mm ebenfalls 10mal die Leber. Die Resultate 
dieser Versuche gebe ich in der folgenden Tabelle I wieder. 


1) Adam Loeb, diese Zeitschr. 46, 118, 1912. 
*) E. Friedmann, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 202, 1908. 
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Tabelle LI. 


‘| Semen deo 
| g 


Nr. Gewicht | Durch- pro Liter Blut 





d re | der _ | blutungs- : 
Ver. | Durchblutungsflissigkeit | sou, | geit” — 
suches 
mé 





g | Min. 


2g Essigsiure mit NH, nevu-)| 
tralisiert 





5 

I 100 ccm Ringer-Lésung 356 es = 
1500 cem Rinderblut 
2g Natriumacetat | | | 

2 100 cem Ringer-Lésung | 365 50 } 19,5 
1500 ccm Rinderblut 


Wahrend in diesen Versuchen eine Neubildung des Acetons 
von 29,8 mg und 19,5 mg pro Liter Durchblutungsfliissigkeit 
erhalten wurde, beobachtete A. Loeb in 10 Versuchen eine 
Neubildung von 63 bis 233 mg Aceton pro Liter Durchblutungs- 
blut. Da diese Differenz nicht auf die unzulingliche Technik 
meiner Versuche zuriickzufiihren ist, habe ich gepriift, ob die 
von mir als Lésungsmittel der essigsauren Salze benutzte 
Ringer-Lésung infolge ihres Gehaltes an Natriumbicarbonat von 
EinfluB auf die GréBe der Acetessigsiurebildung ist. Ich ver- 
verwendete fiir diese Versuche Hunde, die 24 Stunden gehungert 
hatten (Tabelle II). 























Tabelle II. 
| ! 
Nr. Gewicht | Durch- Lo Lie Bias 
des |  Durchblutungsfliissigkeit der | blutungs- | neugebildeten 
Ver- ee 8 Leber zeit Aootons 
suches : 
g Min. mg 
2,0 g Natriumacetat | 
0,5 g Natriumbicarbonat | e 
8 100 ccm physiol. NaCl-Lésung || ait 88 51,5 
1500cem Rinderblut 
2,0 g Natriumacetat | 
0,5 g Natriumbicarbonat || 
‘ 100cem physiol.NaCl-Lésung || 202 80 84,6 
1500cem Rinderblut 
2,0g Natriumacetat | 
0,5 g Natriumbicarbonat |) 
5 100cem physiol.NaCl-Lésung {| 106 9% | 100,6 
1500cem Rinderblut 
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Die Tabelle II zeigt, daB der Zusatz von essigsaurem 
Natrium auch bei Gegenwart von Natriumbicarbonat bei Hun- 
den, die 24 Stunden gehungert haben, eine erhebliche Steigerung 
des Umfangs der Acetessigsiurebildung zur Folge hat. Die 
Anwesenheit von Natriumbicarbonat in der von mir benutzten 
Durchstrémungsfliissigkeit kann daher nicht fiir die Differenz 
zwischen den Beobachtungen von Loeb und meinen friiheren 
Versuchen verantwortlich gemacht werden. 

Nach diesen Resultaten ging ich dazu iiber, zu unter- 
suchen, ob der Ernahrungszustand der verwendeten Hunde von 
EinfluB auf die GréBe der Acetessigsiurebildung nach Essig- 
siurezusatz in der iiberlebenden Leber ist. Da zahlreiche Er- 
fahrungen dafiir sprechen, daB enge Beziehungen zwischen dem 
Glykogengehalt der Leber und dem Auftreten von f-Oxy- 
buttersiure bestehen, priifte ich das Verhalten der Essigsiure 
bei glykogenarmen und glykogenreichen Tieren. 

Die Versuche an glykogenarmen Tieren wurden an 
Hunden ausgefiihrt, die 3 Tage gehungert hatten. Sie wurden 
unmittelbar vor dem Versuch nach Einleiten der kiinstlichen 
Atmung durch subcutane Injektion von 1 mg Strychninnitrat 
in lebhafte Krimpfe versetzt. Die Dauer der Strychninkrampfe 
betrug 1*/, bis 2 Stunden. 

Da Versuche iiber die GréBe der Acetessigsdurebildung in 
der iiberlebenden Leber ohne Zusatz einer fremden Substanz 
bei strychnisierten Hunden nicht vorliegen, stellte ich zuerst 
eine Reihe von Durchblutungsversuchen an _ strychnisierten 
Hunden ohne Zusatz von essigsaurem Natrium an. Uber die 
hierbei erhaltenen Resultate berichtet Tabelle IIT. 


Tabelle III. 











: Menge des 
» [Gegicht Durch. lpro Liter Blut 
Ver- Durchblutungsfliissigkeit = 7 bor aa” conghntten 
cetons 
suches . 
g Min. mg 
6 1600 com Rinderblut | 191 86 27,3 
7 1600 ccm Rinderblut 180 91 21,8 
8 1600 cem Rinderblut 223 76 29,4 
9 1600 com Rinderblut | 144 89 26,4 
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Die in der Tabelle III wiedergegebenen Versuche zeigen, 
daB in der Leber von Hunden, die ihres Glykogens vollstandig 
oder annahernd vollstandig durch Strychninkrimpfe beraubt 
sind, etwa dieselbe Menge Aceton pro Liter Durchblutungsblut 
gebildet wird wie in den Versuchen an nicht strychnisierten 
Hunden, die 24 Stunden gehungert haben. 

Nach dieser Feststellung stellte ich Durchblutungsversuche 
an strychnisierten Hunden unter Zusatz von essigsaurem Natrium 


n (Tabelle IV). 




















Tabelle IV. 

Nr. Gewicht | _Durch- Ba Ae 
des a oe der blutungs- ahi . 
Ver. Durchblutungsfliissigkeit Pee ool nei — n 
es) om Pe oe aS. mg 

{ 9 g Natriumacetat | 

10 100cem physiol.NaCl-Lésung)| 199 87 | 50,1 
1500cem Rinderblut H 
2g Natriumacetat | 

11 100 ccm physiol. NaCl-Lésung 152 78 84,7 
1500cem Rinderblut 
2g Natriumacetat 

12 100 cem physiol.NaCl- -Lésung /| 140 80 119,7 

1500cem Rinderblut 





Aus den Versuchen der Tabelle IV geht hervor, daB auch 
bei Hunden, deren Leber durch Strychninkrampfe ihres Gly- 
kogens beraubt sind, Zusatz von essigsaurem Natrium den Um- 
fang der Acetessigsiurebildung in der tiberlebenden Leber er- 
heblich steigert. Die Glykogenarmut der durchstrémten Leber 
kann nach diesen Resultaten nicht maBgebend fiir das Aus- 
bleiben einer Acetessigsiurebildung nach Essigsdurezusatz in 
der iiberlebenden Leber sein. 

Die Versuche an glykogenreichen Tieren wurden an 
Hunden ausgefiihrt, die tiaglich groBe Gaben Traubenzucker 
mittels Schlundsonde erhielten. Die Hunde bekamen auBberdem 
taglich 1 Pfund gekochtes Pferdefleisch, das sie anfangs bereit- 
willig, spater jedoch nur unvollstandig nahmen. Die letzte 
Traubenzucker-Applikation wurde etwa 3 bis 5 Stunden vor 
dem Durchstrémungsversuch vorgenommen. Die sonstige Technik 


dieser Versuche war die von Embden und seinen Mitarbeitern 
29° 
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verwendete. Die Resultate der Durchstrémungsversuche an 
glykogenreichen Lebern sind in Tabelle V wiedergegeben. 














Tabelle V. 

— -—— — - 3 ae 
Nr. | Gewicht Durch- | bags ty 
des Durchbl fliissigkei der | blutungs- |P bild 
Ver- urchblutungsflissigkeit | Echo | ook neugebildeten 

suches Acetons 
| g | Min | mg 
2 g Natriumacetat 
18 100 ccm physiol. NaCl-Lésg.}} 318 | 76 34,6 
1400 com Rinderblut 
2 g Natriumacetat | 
14 100 cem physiol. NaCl-Lésg. 244 64 23.8 
1400 cem Rinderblut | 
2 g Natriumacetat | | 
15 100 cem physiol. NaCl-Lésg.}) 279 | 80 24,0 
1400 cem Rinderblut 
2 g Natriumacetat | 
16 100 cem physiol. NaCl-Lésg. 241 76 29,7 
1400 ccm Rinderblut | 





Aus den Versuchen der Tabelle V folgt, daB der Zusatz 
von essigsaurem Natrium zur Durchstrémungsfliissig- 
keit den Umfang der Acetessigsiurebildung in der 
iiberlebenden, glykogenreichen Leber nicht zu erhéhen 
vermag. 

Diese Beobachtung diirfte eine ausreichende Erklarung fiir 
die scheinbare Differenz in den Resultaten von Loeb und den 
meinen darbieten. 

Auf die Schwierigkeiten einer chemischen Deutung der 
von Loeb beobachteten Bildung von Acetessigsiure aus Essig- 
siure bei der Leberdurchblutung ist bereits von diesem hin- 
gewiesen worden. Neben den von Loeb diskutierten Mdglich- 
keiten der Entstehung von Acetessigsiure aus Essigsiure bei 
der Leberdurchblutung diirfte wohl auch die Kondensation von 
intermediar auftretendem Acetaldehyd mit Essigsiure zu Croton- 
siure, die, wie ich friiher gezeigt habe’), ein ausgezeichneter 
Bildner von Acetessigsiure ist, zur Erklarung des hier in Be- 


1) E. Friedmann, Beitrage zur chem. Physiol. u. Pathol. 11, 
371, 1908. 


eines 


2 ee AT ad a ind 




















Abbau der Karbonsauren im Tierkérper. XVII. 441 


tracht kommenden Reaktionsmechanismus in Erwigung ge- 
zogen werden: 


CH,.COH + CH,.COOH 
CH, .CH - cH.cooH 
CH, cyon).cy, .COOH 
CH, 03.CH, COOH. 


Das physiologische Paradigma fiir diese Reaktion ware 
die von Jaffé und Cohn’) entdeckte Bildung von Furfur- 
acrylsiure nach Verfiitterung von Furfurol’). 


C,H,0.COH ++ CH, .COOH 


| 
C,H, .0.CH = CH.COOH. 


Die Tatsache, daB nur in Lebern, die sich im Zustand der 
Glykogenverarmung im Gegensatz zu Lebern, die sich im Zustand 
der Glykogenanreicherung befinden, eine Bildung von Acetessig- 
saure nach Essigséurezusatz stattfindet, koénnte vielleicht so 
gedeutet werden, daB im letzteren Falle die Essigsdure zur 
Acetylierung der Kohlehydrate oder von Substanzen, die in 
physiologischer Beziehung zu diesen stehen, vorwiegend Ver- 
wendung findet. Diese Vermutung hat zur Voraussetzung, daB 
die glykogenreichen Lebern ebenfalls befahigt sind, die dem 
Durchstrémungsblut zugesetzte Essigsiure zum Verschwinden 
zu bringen, eine Frage, mit deren experimenteller Priifung wir 
beschaftigt sind. 

Fiir die chemischen Vorgiange, die den physiologischen 
Abbau der Fettsiuren beherrschen, ist die Beobachtung, dab 
Essigsiure den Umfang der Acetessigsiurebildung in der iiber- 
lebenden Leber erheblich steigert, von entscheidender Bedeutung. 
Da allgemein angenommen wird, daB die normalen, gesattigten 
Fettséuren iiber die /-Ketonsiuren durch Saurespaltung zu 


1) M. Jaffé und Rud. Cohn, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 20, 
2311, 1887. 

2) Ahnliche Vorstellungen werden von C. Neuberg in einer soeben 
erschienenen Abhandlung in Oppenheimers Handb. d. Biochem., Er- 
ganzungsband, S. 585, Anm., entwickelt. 
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den um zwei Kohlenstoffatome armeren Sauren abgebaut 


werden: 
R.CH,.CH,.COOH 


{ 
R.CO.CH, .COOH 
| 
R.COOH -+- CH, .COOH, 


so miiBten nach dieser Vorstellung saimtliche normalen Fett- 
siuren bei ihrem physiologischen Abbau Essigsadure liefern. Da 
nun Essigsiure die GréBe der Acetessigsiurebildung in der 
iiberlebenden Leber betrichtlich erhéht, so wire zu erwarten, 
daB simtliche normalen Fettsiuren auch Acetessigsiure bilden. 
Tatsachlich entsteht aber Acetessigsiure nur aus den normalen 
Fettsiuren mit gerader Kohlenstoffatomzahl, nicht aus den nor- 
malen Fettsiuren mit ungerader Kohlenstoffatomzahl. Daraus 
folgt, daB der paarige Abbau der normalen, gesattigten 
Fettsiuren nicht unter Essigsiureabspaltung ver- 
lauft. Aus dieser SchluBfolgerung ergibt sich weiter, daB die 
Annahme, daB die normalen, gesattigten Fettsaiuren 
iiber die 6-Ketonsaéuren durch Séurespaltung zu den 
um zwei Kohlenstoffatome armeren Fettsiuren ab- 


gebaut werden, nicht zu Recht besteht. 











moO 








Zur Kenntnis des Abbaues der Karbonsaéuren im 
Tierkérper. 
XVIII. Mitteilung. 
Verhalten der Glykolsiure und der Glyoxylsiure bei der 
Leberdurchblutung. 
Von 
Junichi Mochizuki. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Kgl. Charité 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 20. August 1913.) 


Die von A. Loeb’) beobachtete Bildung von Acetessigsiure 
in der itiberlebenden Leber nach Essigsiurezusatz ist in ihrem 
chemischen Mechanismus nicht aufgeklirt. E. Friedmann’) 
hat die Vermutung ausgesprochen, daB diese Reaktion médg- 
licherweise durch Kondensation von intermediaér entstandenem 
Acetaldehyd mit Essigsiure im Sinne folgender Formeln zu 


deuten sei: 
CH,.COH +-CH,.COOH 
| 


CH, .CH —CH.COOH 
| 


CH, .CH(OH).CH,.COOH 
| 


CH, .CO.CH,.COOH 


Nach dieser Vorstellung wiirde das Eintreten von Sauer- 
stoff in die CH,-Gruppe der Essigsiure das Zustandekommen der 
Acetessigsiurebildung verhindern. Ich priifte daher auf Ver- 
anlassung von Herrn Prof. E. Friedmann die Oxydationsprodukte 


1) A. Loeb, diese Zeitschr. 46, 118, 1912. 

2) E. Friedmann (siehe vorstehende Arbeit S. 441). Siehe auch 
C. Neuberg in Oppenheimers Handbuch d. Bioch., Erginzungsband, 
S. 585, Anm. 
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der Essigsiure, die Glykolsiure und die Glyoxylsiure im Durch- 
str6mungsversuche auf ihre Fahigkeit, die GroBe der Acetessig- 
sdurebildung zu beeinflussen. 

Ich verwendete fiir diese Versuche die Lebern von Hunden, 
die 24 Stunden gehungert hatten. Die Technik der Durch- 
stro6mungsversuche war die von Embden und seinen Mit- 
arbeitern verwendete. 

Die Resultate, die ich bei Zusatz von Glykolsiure zum 
Durchblutungsblut erhalten habe, sind in der Tabelle I zu- 
sammengestellt. 





Tabelle I. 
| | | 
Nr.d | Gewicht | Durch- | Menge des 
egy ke | Oe | blutungs- ope Sie Des 
Ver- Durchblutungsfliissigkeit | : | neugebildeten 
suches Leber zeit | Acetons 
g Minuten | mg 
1 2g Glykolsiure mit NaOH |) 1155 | 8&6 40,6 


neutralisiert 
100 cem physiol. NaCl-Lsg. | 
1400 ccm Rinderblut | 


2g Glykolsiure mit NaOH | 110,0 | 82 21,5 
neutralisiert | 

100 cem physiol. NaCl-Lag. 
| 


bo 


1400 ccm Rinderblut 


3 2 g Glykolséure mit NaOH | 
neutralisiert 

100 cem physiol. NaCl-Lsg. | 

1400 ccm Rinderblut 


a 2g Glykolsiure mit NaOH 143,7 
neutralisiert 
100 cem physiol. NaCl-Lsg. | 
1400 com Rinderblut | | 
2g Glykolsiure mit NaOH | _ 185,8 
neutralisiert 
100 cem physiol. NaCl-Lsg. 
1400 ccm Rinderblut 


250,0 76 27,3 





88 41,1 


or 





Nach den Ergebnissen der Tabelle I ist die Glykolsiure 
nicht befahigt, die GréBe der Acetessigsiurebildung in der tiber- 
lebenden Leber zu beeinflussen. 

Die Versuche, die ich mit Glyoxylsaure als Zusatz zum 
Durchblutungsblut angestellt habe, sind in der Tabelle II wieder- 
gegeben. 
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Tabelle II. 
ie dn Gewicht | Durch- Menge des 
aE. Coe pon blutunce-| PFO Liter Blut 
Ver- Durchblutungsfliissigkeit _— neugebildeten 
suches Leber zeit Acetons 
g | Minuten | mg 
6 |2g Glyoxylsiure mit Na-| 137 | 76 35,0 
triumcarbonat neutralisiert 
100 cem physiol. NaCl-Lsg. | 
1400 cem Rinderblut 
7 2 g Glyoxylsiure mit Na- 114 | 74 22,9 
triumcarbonat neutralisiert | 
100 cem physiol. NaCl-Leg. | | 
1400 ccm Rinderblut 
® 2g Glyoxylsiure mit Na-| 245 79 12,2 
triumcarbonat neutralisiert } 
100 cem physiol. NaCl-Lsg. | | 
1400 ccm Rinderblut | 


Wie die Tabelle II zeigt, findet nach Glyoxylsiurezusatz 
keine Vermehrung der Acetessigsiurebildung in der tiberlebenden 
Leber statt. 

Im Gegensatz zu dem Verhalten der Essigséure sind nach 
diesen Versuchen die Oxydationsprodukte der Essigsaure, die 
Glykolsiure und die Glyoxylsiure, nicht befahigt, den Umfang 
und die GréBe der Acetessigsiurebildung in der iiberlebenden 
Leber zu steigern. Hieraus folgt, daB die Essigsiure selber 
und nicht ihre Oxydationsprodukte in den chemischen Mecha- 
nismus der Acetessigsiurebildung nach Essigsiurezusatz in der 
iiberlebenden Leber eingreift. 








Zur Kenntnis des Abbaues der Karbonsauren im 
Tierkorper. 


XIX. Mitteilung. 
Uber Acetessigsiurebildung bei der Leberdurchblutung 
glykogenreicher Tiere. 


Von 
Junichi Mochizuki. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Kgl. Charité 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 20. August 1913.) 


Nach den Beobachtungen von E. Friedmann’) ist die 
Bildung von Acetessigsiure in der iiberlebenden Leber nach 
Essigsiurezusatz von dem Glykogenreichtum der verwendeten 
Tiere abhingig. Wahrend die Lebern von Tieren, die sich im 
Zustande der Glykogenverarmung befinden, nach den Versuchen 
von A. Loeb®) befahigt sind, die GréBe der Acetessigsiure- 
bildung nach Essigsiurezusatz zu steigern, findet in den Lebern 
von Tieren, die sich nach Zufuhr von groBen Zuckermengen 
im Zustande der Glykogenanreicherung befinden, eine Beein- 
flussung der Acetessigsiurebildung im Durchstromungsversuche 
nicht statt. Dieser Unterschied glykogenreicher und glykogen- 
armer Lebern in der Verarbeitung der Essigsiure bietet eine 
experimentelle Handhabe zur Entscheidung der Frage, inwie- 
weit das intermediare Auftreten von Essigsiure fiir die Bildung 
von Acetessigsiiure in der iiberlebenden Leber nach Zusatz be- 
stimmter Substanzen in Betracht zu ziehen ist. So kénnte man 
sich vorstellen, daB die Buttersiure im Tierkérper, analog dem 
Abbau der Phenylbutterséure zu Phenylessigsiure, zu Essigséure 


1) E. Friedmann, diese Zeitschr. 55, 436, 1913. 
*) A. Loeb, diese Zeitschr. 46, 118, 1912. 
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abgebaut und erst durch diesen Abbau zu Essigsiure Veran- 
lassung zum Auftreten von Acetessigsiure gibt. Ahnliche Er- 
wigungen scheinen fiir die Bildung von Acetessigsiure aus 
f-Oxybuttersiure, Crotonsiure und Isovaleriansiure berechtigt. 
Sollte diese Vorstellung zutreffend sein, so war zu erwarten, 
daB glykogenreiche Lebern, in denen die Essigsiure keinen 
EinfluB auf die GréBe der Acetessigsiurebildung auszuiiben ver- 
mag, diesen unter anderen Versuchsbedingungen als Acetessig- 
siurebildner erwiesenen Substanz gegeniiber die Fahigkeit, Acet- 
essigsiure zu bilden, eingebiiBt hat. Auf Veranlassung von 
Herrn Prof. E. Friedmann habe ich diese Frage untersucht 
und Durchstrémungsversuche mit Buttersaure, l-8-Oxybuttersiure, 
Crotonséure und Isovaleriansiure an Lebern glykogenreicher 
Tiere ausgefiihrt. 

Zur Gewinnung glykogenreicher Lebern habe ich den Ver- 
suchstieren taglich groBe Mengen Traubenzucker mittels Schlund- 
sonde gegeben. Die letzte Traubenzuckerapplikation wurde 3 bis 
5 Stunden vor der Durchblutung vorgenommen. AuBerdem er- 
hielten die Tiere taglich 1 Pfund gekochtes Pferdefleisch. Die 
Technik der Durchstrémungsversuche war die von Embden 
und seinen Mitarbeitern verwendete. 

Die Versuche, die ich mit Buttersaiure als Zusatz zum 
Durchblutungsblut ausgefiihrt habe, sind in der Tabelle I wieder- 
gegeben. 

Tabelle L. 











iti Gewicht | Durch- | a .~ 
ans. On | _| pro Liter Blut 
Ver- Durchblutungsfliissigkeit der blutungs | neugebildeten 
ues Leber zeit | Acetons 
g Minuten mg 
| 2 g Buttersiure mit Natri- | 
umcarbonat neutralisiert ) ne . 
‘ ‘ - Z4$ » | vf 
: | 100 cem physiol. NaCl-Lsg. | ee , 46,0 
1400 cem Rinderblut 
| 2g Butterséure mit Natri- 
9 umcarbonat neutralisiert o ~ ao 
* | 100 cem physiol. NaCl-Lsg. j 264 | - 97,6 
1400 cem Rinderblut 


Wie die Versuche der Tabelle I zeigen, findet auch in 
glykogenreichen Lebern nach Zusatz von Buttersiure eine be- 
trachtliche Bildung von Acetessigsiure statt. 
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Mit 1-8-Oxybuttersaure als Zusatz zum Durchblutungs- 
blut habe ich nur einen Versuch angestellt. Dieser ergab, daB 
f-Oxybuttersiure auch in der glykogenreichen Leber ein krif- 
tiger Bildner von Acetessigsaure ist (Tabelle II). 





Tabelle IL. 
Nr. d Gewicht | Durch- | Menge des 
Nr. des Sot der | blutungs- | pro Liter Blut 
Ver- Durchblutungsfliissigkeit . neugebildeten 
suchen Leber zeit Acetons 
g Minuten | mg 








2 g 1-8-Oxybutterséure mit 
3 Natronlauge neutralisiert 287 
! 100 ccm physiol. NaCl-Lsg. 
1400 cem Rinderblut 


75 172,2 

Die Resultate, die ich bei Zusatz von Crotonsiure zum 
Durchblutungsblut erhalten habe, sind in der Tabelle III an- 
gefiihrt. 











Tabelle III. 


* ; 























. Gewicht | Durch- cf Menge des 
Nr. des Rai | blute: ;.| Pro Liter Blut 
Ver- Durchblutungsfliissigkeit Lebe | neugebildeten 
suches . zeit | Acetons 
g | Minuten | 
2 g Crotonsiure mit Na- | 
triumcarbonat neutralisiert 
‘ 100 cem physiol. NaCl-Lsg. 332 %6 68,8 
1400 cem Rinderblut | 
2 g Crotonséiure mit Na- | | 
triumcarbonat neutralisiert | 
5 100 cem physiol. NaCl-Lsg. 219 | ” | 67,2 
1400 ccm Rinderblut 


Die Versuche der Tabelle II zeigen, daB Crotonsiure auch 
in der iiberlebenden, glykogenreichen Leber die GroéBe der Acet- 
essigsiurebildung erheblich steigert. 

Nicht ganz so betrichtlich ist der Ausschlag in den Ex- 
perimenten, die ich mit Isovaleriansaure als Zusatz zum 
Durchblutungsblut angestellt habe. Aber auch in diesen Ver- 
suchen ist der Ausschlag deutlich genug, um zu dem Schlusse 
zu berechtigen, daB die Isovaleriansiure auch in der glykogen- 
reichen Leber die GréBe der Acetessigsiurebildung zu steigern 


vermag. 
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Tabelle IV. 





Nr. des 
Ver- Durchblutungsfliissigkeit 


suches 


Gewicht 


der 


Leber 


g 





| 2 g Isovaleriansdéure m. Na- 
6 triumcarbonat neutralisiert 
100 cem physiol. NaCl-Lsg. 

1400 cem Rinderblut 


2 g Isovalerianséure m. Na- 

7 triumcarbonat neutralisiert 
100 cem physiol. NaCl-Lsg. 

1400 cem Rinderblut 








239 


217 


~) 
qu 





Menge des 
pro Liter Blut 
neugebildeten 

Acetons 


mg 


52,8 


54,9 


Aus den mitgeteilten Versuchen geht hervor, daB f-Oxy- 
buttersiure, Crotonsiure und Isovaleriansiure auch in der 
glykogenreichen Leber als Bildner von Acetessigsiure anzusehen 
sind. Fiir diese Bildung von Acetessigsiure kann das inter- 
mediire Auftreten von Essigsiure nicht von Bedeutung sein. 





Zur Kenntnis des Abbaues der Karbonsaéuren im 
Tierkoérper. 


XX. Mitteilung. 
Uberfiihrung von Crotonsidure in 1-8-Oxybuttersiure durch 
Leberbrei. 
Von 
E. Friedmann und C. Maase. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Kgl. Charité 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 20. August 1913.) 


Crotonsaure wird, wie der eine von uns beobachtet hat *), 
durch die iiberlebende Leber in Acetessigsiure iibergefiihrt. 
Dementsprechend konnte Blum”) zeigen, daB Crotonsiure im 
Stoffwechselversuch am schweren Diabetiker zu /-Oxybutter- 
siure umgewandelt wird. Diese Reaktion ist von dem einen 
von uns*) durch die Annahme gedeutet worden, daB die a-f- 
ungesittigten Saiuren durch Anlagerung von Wasser in die ent- 
sprechenden gesattigten 6-Oxysauren iibergehen, die dann weiter 
zu $-Ketosiuren oxydiert werden. Fiir die Bildung von Acet- 
essigsiure aus Crotonsiure kame demnach folgender Reaktions- 
mechanismus in Betracht: 


CH, .CH =CH.COOH 
CH, .CH(OH).CH, .COOH 


CH, .CO.CH,.COOH. 


Diese Deutung ist jedoch keine zwingende, da gezeigt 
worden ist, daB Substanzen, wie der Acetaldehyd*) und die 


1 


E. Friedmann, Beitriage z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 371, 1908. 
L. Blum, Miinch. med. Wochenschr. 1910, 683. 


2 


) E. 

) L. 

%) E. Friedmann, 1. c., 8. 374. 

*) E. Friedmann, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 202, 1908. 
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Essigsiure’), die als Abbauprodukt der Crotonsiure in Betracht 
kommen, befahigt sind, die GréBe der Acetessigsaiurebildung in 
der iiberlebenden Leber erheblich zu steigern. Zwar ist die 
Essigsiure, wie Mochizuki*) wahrscheinlich gemacht hat, fir 
die Bildung von Acetessigsiure aus Crotonsiure nicht von Be- 
deutung, jedoch stehen fiir den Acetaldehyd einschligige Beob- 
achtungen zurzeit noch aus. Es schien uns daher wiinschens- 
wert, zu untersuchen, ob nicht in einer einfacheren Versuchs- 
anordnung, als sie der Durchstromungsversuch bietet, eindeutige 
Beziehungen zwischen Crotonsiure und Acetessigsiure nach- 
weisbar sind. Wir priiften zu diesem Zwecke das Verhalten 
der Crotonsaéure bei ihrer Digestion mit Leberbrei und suchten 
festzustellen, ob und unter welchen Bedingungen Crotonsiure 
durch Leberbrei in |-8-Oxybuttersiure iibergefiihrt wird. 


Versuchsanordnung. 

Wir verwendeten zu unseren Versuchen Hunde, die 24 Stun- 
den gehungert hatten. Sie wurden durch Schlag gegen die 
Stirn betaubt und aus den Carotiden oder den Femorales ent- 
blutet. Die Leber wurde unter Vermeidung starkerer Abkiih- 
lung mit sterilen Instrumenten entnommen und unter asepti- 
schen Kautelen zerkleinert. Eine abgewogene Menge Leberbrei 
wurde in der dreifachen Menge Blut, das vom Versuchstiere 
stammte und durch Schiitteln mit Glasperlen defibriniert war, 
oder mit physiologischer Kochsalzlésung versetzt. Bei den Ver- 
suchen, in denen wir dem Digestionsgemisch Crotonséure hin- 
zufiigten, wurde 1 g Crotonséiure in 20 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung gelést, die Lésung mit 11,5 cem Normal-Natron- 
lauge neutralisiert und auf 50 ccm aufgefillt. Um die Ver- 
suchsbedingungen médglichst gleichmaBig zu halten, wurde in 
den Versuchen, die wir unter Zusatz von Crotonsaure anstellten, 
ein der Lésung der Crotonsiure entsprechend geringeres Vo- 
lumen Blut oder physiologische Kochsalzlésung verwendet oder 
den Kontrollversuchen die entsprechende Menge physiologischer 
Kochsalzlésung hinzugefiigt. Das Digestionsgemisch wurde in 
sterilisierten, mit QuecksilberverschluB versehenen Pulverflaschen 
in einem Ostwaldschen Wasserbade bei 37 bis 39° 6 Stunden 


1) A. Loeb, diese Zeitschr. 46, 118, 1912. 
2) Junichi Mochizuki, diese Zeitschr. 55, 448, 1913. 
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geriihrt. Nach dieser Zeit wurde es mit dem sechsfachen Vo- 
lumen 92°),igen Alkohols gefallt. Nach 24 stiindigem Stehen 
wurde der iiber dem Niederschlag stehende Alkohol abfiltriert, 
der Niederschlag sorgfaltig abgepreBt, mit Alkohol wiederholt 
angerihrt und jedesmal sorgfaltig ausgepreBt. Die abgepreBte 
Flissigkeit wurde filtriert und mit dem ersten Filtrat vereinigt. 
Der nach Abdampfen des Alkohols verbleibende Riickstand 
wurde mit verdiinnter Natronlauge alkalisch gemacht. Die 
Lésung wurde zur Entfernung der Fette im Scheidetrichter 
mehrere Male mit Ather ausgeschiittelt, mit 10 ccm 25°/,iger 
Phosphorsiure angesiuert und 12 Stunden im Extraktions- 
apparate mit Ather extrahiert. Der Atherriickstand wurde ge- 
wogen und mit so viel Wasser versetzt, daB das Gewicht der 
Fliissigkeit 25 g betrug. Darauf wurde die Lésung mit Tier- 
kohle unter gelindem Erwiarmen geklart, filtriert und im 
2-dem-Rohr polarisiert, Aus der beobachteten Linksdrehung 
wurde der Gehalt an $-Oxybuttersiure berechnet. Der Nach- 
weis, daB die erhaltene, linksdrehende Saure tatsachlich f-Oxy- 
buttersiure war, wurde durch ihre Uberfiihrung in Crotonsiure 
erbracht. 


Digestion von Leberbrei mit Crotonsiure bei Anwesenheit 
von Blut und unter Einleiten von Sauerstoff. 


In der ersten Versuchsreihe arbeiteten wir unter Bedin- 
gungen, die den Verhaltnissen im Durchstroémungsversuche még- 
lichst nahe kommen solliten. Wir setzten dem Leberbrei die 
dreifache Menge Blut hinzu und sorgten durch Einleiten von 
Sauerstoff fiir eine kraftige Arterialisierung. Der Leberbrei 
wurde in zwei Teile geteilt. Der eine Teil wurde mit Blut 
angerihbrt und das Gemisch mit Crotonséure versetzt. Der 
andere Teil diente als Kontrollversuch und wurde ohne Hin- 
zufiigung von Crotonsiure in derselben Weise und zu gleicher 
Zeit wie der erste Teil zur Digestion angesetzt. Uber die er- 
haltenen Resultate berichtet Tabelle I. 

Die Versuche der Tabelle I zeigen, daB in einem Gemisch 
von Leberbrei, Blut und Crotonsiure bei Anwesenheit von 
Sauerstoff 1-8-Oxybuttersiure auftritt, wahrend in den Kontroll- 
versuchen, in denen keine Crotonséure hinzugefiigt ist, 6-Oxy- 
butterséure nicht nachweisbar ist. 
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Tabelle IL. 
= aE ————___——— 
2 be : 
. 33/283) wore 
= = Digestionsgemisch 8 | Ez r B-Oxy- : ve 
Ss = 2 £ 2 buttersiure| Merkungen 
Zz 3 QR i= 3 >) - 

1 | 50g Leberbrei 6°15’;—0,10; 88,1 Hund I 
150 cem Blut (Berechnung 
joo cem physiol. NaCl-Lésung | Saar dee 

1 g Crotonsiure mit Natron- Rechtsdrehung 
| lauge neutralisiert des Versuchs 2) 

2 | 50g Leberbrei 6515 +0,07;  — Hund I 

150 ccm Blut ——_ zu 
50 cem physiol. NaCl-Lésung | some 2% 

3 | 90g Leberbrei 6» —0,05} 25,9 Hund III 

180 ccm Blut | 

50 ccm physiol. NaCl-Loésung | 
1 g Crotonsaure mit Natron- | 
lauge neutralisiert 

4 | 80g Leberbrei | 6] 0 ~ Hund III 
160 eem Blut } a zu 

50 ecm physiol. NaCl-Lisung | ae © 

5 | 50g Leberbrei | 6 |—0,04} 20,7 Hund IV 
150 cem Blut 
(50 ecm physiol. NaCl-Lésung 

1 g Crotonsiure mit Natron- 
\ lauge neutralisiert 
6 | 50g Leberbrei | 6& 0 _ Hund IV 
125 eem Blut (Kontrolle zu 
50 cem physiol. NaCl-Lésung vennes & 
Tabelle IL. 
He |S | 2S 3) Menge aer 
3 =) gebildet 
ge Digestionsgemisch B 3 ax FI _——_- Bemerkungen 
=] Ss.) | =| buttersdure 
A 25 8k! 
3 ee oe mg 
7 | 200 ccm Blut 6 0 = Hund VII 
50 ccm physiol. NaCl-Lésg. | 
2 gCrotonsiure m. Natron- 
lauge neutralisiert 
8 | 200cem Blut 6 0 — Hund VII 
50 cem physiol. NaCl-Lésg. — = Ver- 
suc e 
9 1150ccm Blut | 6» 0 — Hund VIII 
50 cem physiol. NaCl-Lésg. | 
1 gCrotonsiure m. Natron- | 
lauge neutralisiert 
10 | 150 ccm Blut |e}; oo}; — Hund VIII 
50 cem physiol. NaCl-Lésg. | (Kontrolle zu Ver- 
| such 9) 
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Besondere Versuche wurden angestellt, um zu ermitteln, 
ob die Uberfiihrung der Crotonsaure in 6-Oxybuttersiure durch 
den Leberbrei oder durch das mit Sauerstoff gesittigte Blut 
vermittelt wird (Tabelle II). 

Aus den Versuchen der Tabelle II geht hervor, da8 Blut 
und Sauerstoff nicht die Fahigkeit haben, Crotonsaure in 1-$-Oxy- 
buttersiure umzuwandeln. 


Digestion von Leberbrei mit Crotonsiure unter Einleiten von 
Sauerstoff. 

In der zweiten Versuchsreihe ainderten wir die Bedingungen 
derart, daB wir an Stelle des in der ersten Versuchsreihe ver- 
wendeten Blutes physiologische Kochsalzlésung dem Leberbrei 
hinzufiigten. In das Digestionsgemisch wurde auch hier Sauer- 
stoff eingeleitet. Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle III 
wiedergegeben. 


Tabelle III. 














na } 
© — 
SS S § | 205 S| menge der 
8 . : ’ wis SX) eebildeten 
g & Digestionsgemisch So |a<q'¢| f-Oxy- | Bemerkungen 
- > F} mn ik gt | butterséure 
n Qa } oO 
= = ———————— — ie | —_ ———_—— 
11] 50g Leberbrei | 6 |-0,06| 31,1 Hund V 


0,5 g Crotonsaéure m.Natron- 
lauge neutralisiert 


12 | 50g Leberbrei 6® |—0,05| 25,9 Hund V 
fos cem physiol. NaCl-Lag. 


fos eem physiol. NaCl-Lsg. 


0,5 g Crotonsaure m. Natron- 
lauge neutralisiert 





13 50 g Leberbrei 6® |—0,05| 25,9 Hund VI 
150 ccm physiol. NaCl-Lsg. | 
{os g Crotonsiure m. Natron- 
lauge neutralisiert | 
14] 50g Leberbrei 6® |—0,05| 25,9 Hund VI 
150 cem physiol. NaCl-Lsg. 
0,5 gCrotonsaure m. Natron- 
lauge neutralisiert | 














Wie Tabelle III zeigt, vermag Leberbrei auch bei Ersatz 
von Blut durch physiologische Kochsalzlésung bei Anwesenheit 
von Sauerstoff Crotonsiure in 1-$-Oxybuttersiure tiberzufiihren. 
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Digestion von Leberbrei mit Crotonsiure. 


Wir wandten uns jetzt der Frage zu, ob die Anwesenheit 
von iiberschiissigem Sauerstoff notwendig fiir das Zustande- 
kommen der Reaktion ware. Wir stellten daher Versuche an, 
in denen wir Leberbrei mit Crotonsaiure, die in physiologischer 
Kochsalzlésung gelést war, digerierten, ohne in das Gemisch 


Sauerstoff einzuleiten (Tabelle IV). 




















Tabelle IV. 
se | 5.2 |g S| Menge der 
s ~ = vildet : 
= ra Digestionsgemisch iss Em “a | oom : Bemerkungen 
sp | 5.00 2 » + | buttersiure 
Zn | £0 \Aoe 
& iam 6° mg 
— ee? —eEeeaeaese=<_5q_@qOOQS=S—XS—= = —_ —— ] —- —-= ———{ 
15 | 60g Leberbrei 6" |—0,04| 20,7 Hund I 
130 cem physiol. NaCl-Lésg. | 
50 cem physiol. NaCl-Losg. | 
1 gCrotonsaure m. Natron- | 
lauge neutralisiert 
16 | 60g Leberbrei | 6 | 0 ce Hund IX 
180 ccm physiol. NaCl-Lisg. | | Rentrole - Ver- 
17 | 50g Leberbrei 6> |—0,10| 57,0 Hund X 
100 cem physiol. NaCl-Lésg. | poe, untae 
{ 50 cem physiol. NaCl-Lésg. | Peg vor vern. ood 
, 1 gCrotonsaurem. Natron- | | in dem Kontroll- 
| lauge neutralisiert | | versuch 18) 
18 | 50 g Leberbrei | 6 |+0,01) — _ Hund X_ 
150 cem physiol. NaCl-Lésg. | pu be Ver- 











Wie aus der Tabelle IV ersichtlich ist, findet eine Bildung 
von 1-$-Oxybuttersiure aus Crotonsiure durch Leberbrei auch 
bei Abwesenheit von iiberschiissigem Sauerstoff statt. Die GréBe 
der £-Oxybuttersiurebildung ist etwa die gleiche wie in den 
Versuchen, in denen wir durch Einleiten von Sauerstoff fiir 
das reichliche Vorhandensein von Sauerstoff sorgten. 


Digestion von Leberbrei mit Crotonsiure unter Einleiten von 
Kohlensiaure. 


Die Beobachtung, daB Crotonsiure in 1-/-Oxybuttersiure 
durch Leberbrei Abwesenheit von 
Sauerstoff iibergefiihrt wird, legte die Frage nahe, ob die An- 


wesenheit von Sauerstoff fiir das Zustandekommen der Reaktion 
30* 


auch bei iiberschiissigem 
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iiberhaupt notwendig ist. Da wir das Digestionsgemisch in 
ziemlich geriumigen Flaschen durch Riihren in dauernder Be- 
wegung hielten, war der in der Flasche befindliche Luft- 
sauerstoff in bestindiger Beriihrung mit der Reaktionsfliissig- 
keit. Die Méglichkeit einer Beteiligung des Sauerstoffs an 
der Reaktion war daher nicht vollstandig ausgeschlossen. 

















Tabelle V. 
= ———_ 
Be S§ wo S Z| Menge der 
P z Digestionsgemisch 5 3 23 * — Be- 
St : 3 & 2 .. = | buttersiure merkungen 
Ap aA ASS 
ee - ms eee te 
19 | 60g Leberbrei 6" | + 0,06 _ Hund XI 
180 cem physiol. NaCl-Lésung 
20 | 60g Leberbrei 6» |—0,04| 51,8 und XI 
130 ecm physiol. NaCl-Lésung | | Bnmny ~~ 4 
50 cem physiol. NaCl-Lésung sichtigung der 
1 g Crotonsaure mit Natron- | Rechtsdrehung 
lauge neutralisiert | | pot pny 
21 | 60g Leberbrei (6s); oO |} — Hund XI 
130 cem physiol. NaCl-Lésung | Kohlensaure 
(50 ecm physiol. NaCl-Lésung | aga 
1 g Crotonsiure mit Natron- | 
| lauge neutralisiert | 
22 | 60g Leberbrei | 6m | 0 | — | Hund xi 


180 com physiol. NaCl-Lésung | 
23 | 60g Leberbrei 
130 cem physiol. NaCl-Lésung | 
{' eem physiol. NaCl-Lésung | 


6 |—0,04| 20,7 Hund XII 


1 g Crotonsiure mit Natron- | 
lauge neutralisiert 


| 
24 | 60g Leberbrei 6" 





| 0 _ Hund XII 
130 cem physiol. NaCl-Lésung Kohlensiure 
50 cem physiol. NaCl-Lésung | | geen 
1 g Crotonsiure mit Natron- | 
lauge neutralisiert | 
25 | 50g Leberbrei (6™; oO |; — Hund XIII 


150 cem physiol. NaCl-Lésung | } 
26 | 60g Leberbrei | 6® |—0,05 | 
130 cem physiol. NaCl-Lésung | | 
"1 ecm physiol. NaCl-Losung 


25,9 Hund XIII 


1 g Crotonsiure mit Natron- | 
lauge neutralisiert 


27 | 60g Leberbrei | 6» 0 ae Hund XIII 
130 cem physiol. NaCl-Lésung | Kohlensiure 

50 cem physiol. NaCl-Lésung | Cagnns 

1 g Crotonséure mit Natron- | 
lauge neutralisiert 
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Wir suchten unter Abinderung der Versuchsbedingungen den 
Sauerstoff durch Einleiten von Kohlenséiure aus dem Reaktions- 
gemisch zu verdringen und priften, ob Leberbrei bei An- 
wesenheit von iiberschiissiger Kohlensaure Crotonsaure in 1-$-Oxy- 
buttersiure iiberzufiihren vermag. 

Wir stellten mit dem Leberbrei der Versuchstiere jedesmal 
drei Parallelversuche an. In dem ersten Versuch wurde Leber- 
brei ohne Zusatz von Crotonsdéure zur Digestion angesetzt, im 
zweiten Versuch unter Zusatz von Crotonsiure, und im dritten 
Versuch unter Zusatz von Crotonsiure und Einleiten von 
Kohlenséure. Die hierbei erhaltenen Resultate sind in der 
Tabelle V zusammengestellt. 

Aus den Versuchen der Tabelle V geht hervor, daB Kohlen- 
siure die Fiahigkeit des Leberbreies, Crotonsiure in /-Oxy- 
buttersiure umzuwandeln, aufhebt. Wie diese Wirkung der 
Kohlensaure zu erklairen ist, ist vorlaufig nicht zu ersehen und 
wird zurzeit im hiesigen Laboratorium weiter untersucht. 

Die mitgeteilten Versuche bringen den Beweis, daB Leber- 
brei Crotonséure in 1-8-Oxybuttersaure tiberzufiihren 
vermag. Wenn es auch nicht gelang, den Mechanismus dieser 
Reaktion als Wasseranlagerung einwandfrei aufzuklaren, so 
glauben wir doch zu der Annahme berechtigt zu sein, daB 
den einfacheren Versuchsbedingungen, wie sie der Digestions- 
versuch im Vergleich mit dem Durchstromungsversuch darbietet, 
auch ein weniger kompliziertes chemisches Geschehen entspricht. 
Bei einer Deutung der Reaktion, die auf das intermediare 
Auftreten von Acetaldehyd zuriickgreifen wiirde, hatten wir 
das Nacheinander von Oxydation, Synthese und nochmaliger 
Oxydation anzunehmen, Vorgiange, deren Regulation in dem 
differenzierten Organismus der Zellen oder der Zellkomplexe 
verstiindlich ist, deren Ineinandergreifen im Leberbreiversuche 
jedoch wenig Wahrscheinlichkeit besitzt. Wir glauben daher zu 
der Annahme berechtigt zu sein, daB die Bildung von f-Oxy- 
buttersiure aus Crotonsiure durch Leberbrei eine Reaktion 
darstellt, die von dem intakten Molekiil der Crotonsiure aus- 
geht, und iiberlassen es weiterer Forschung, den feineren 
Mechanismus dieser Reaktion aufzukliren. 





Ober die Verbreitung der Ketoreduktase in den Geweben. 
Von 
L. von Lagermark. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Kgl. Charité 
zu Berlin.) 


(Hingegangen am 20. August 1913.) 


E. Friedmann und C. Maase’) haben in der Leber ein 
Ferment gefunden, das Acetessigsiure durch asymmetrische 
Reduktion in 1-6-Oxybuttersiure tberfiihrt. Sie haben dieses 
Ferment Ketoreduktase genannt. Auf Veranlassung von Herrn 
Prof. E. Friedmann habe ich untersucht, ob das Vorhanden- 
sein der Ketoreduktase auch in anderen Geweben als in der 
Leber nachzuweisen ist. 

Ich verwendete zu meinen Versuchen Hunde, die 24 Stunden 
gehungert hatten. Sie wurden durch Schlag gegen den Kopf 
betéubt und aus den Carotiden oder den Femorales méglichst 
volistandig entblutet. Der unter aseptischen Kautelen bereitete 
Organbrei wurde mit einer abgemessenen Menge einer frisch 
hergestellten Lésung von acetessigsaurem Natrium von be- 
kanntem Gehalt und mit einer abgemessenen Menge physio- 
logischer Kochsalzlésung versetzt. Die Kontrollprobe wurde mit 
der entsprechenden Menge physiologischer Kochsalzlésung be- 
schickt. Die Dauer der Digestion betrug 5 Stunden. Die Ver- 
arbeitung des Digestionsgemisches auf /-Oxybuttersiure wurde 
in der von E. Friedmann und C. Maase*) beschriebenen 
Weise vorgenommen. 

Die Versuche, die ich mit Muskelbrei angestellt habe, sind 
in der Tabelle I dargestellt. 

Die Tabelle I zeigt, daB im Muskelgewebe die Ketoreduktase 
nachzuweisen ist. 


1) E. Friedmann und C. Maase, diese Zeitschr. 27, 474, 1910. 
*) E. Friedmann und C. Maase, diese Zeitschr. 27, 482, 1910. 
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95 ccm physiol. NaCl-Lésg. 


(Kontrolle zu Vers. 1) 
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Tabelle I. 
Blawisheng von Muskelbrei auf S hestennignsace. 
g ee fle 
wo 2 wk Bis 3 »3 
ae 532 sig 
= Digestionsgemisch tot -= |S ¢ S5.5| Bemerkungen 
sb S glk eee = 
- i. oO a © “ 
8 7 3 * | =e | 
om 4 ——————————— —- —— 
100 g Muskelbrei 
90 cem physiol. NaCl-Lésg. 
1 10 com einer Léeung von 0,6802 — 0,06; 31,1 Hund II 
acetessigsaurem Natrium 
9 94,5 g Muskelbrei 0 bs Hund II 
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wo w 
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8 { 





90 g Muskelbrei 

80 cem physiol. NaCl-Lésg. 

10 ccm einer Lésung von 
acetessigsaurem Natrium 


90 g Muskelbrei 
90 cem physiol. NaCl-Losg. 


100 g Muskelbrei 
90cem physiol. NaCl-Lésg. 
10 cem einer Lésung von 
acetessigsaurem Natrium 
100 g Muskelbrei 
100 cem physiol. NaCl-Losg. 
100 g Muskelbrei 
90 ccm physiol. NaCl-Lésg. 
10 ccm einer Lésung von 
acetessigsaurem Natrium 
100 g Muskelbrei 
100 ccm physiol. NaCl-Lisg, |} 


bs 
et 
a 
[ 





0 6802! — 0,07 | | 36,3 





0 a 

| 
0,3281|\—0,09| 46,6 
0 ome 
0,8281|—0,09| 46,6 








Hund III 


Hund III 


(Kontrolle zu Vers. 3) 


Hund IV 


Hund IV 


(Kontrolle zu Vers. 5) 


Hund V 


Hund V 


(Kontrolle zu Vers. 7) 


Ebenso konnte das oy, von Ketoreduktase im 
Nierenbrei gezeigt werden (Tabelle II). 


Tabelle IL. 


Einwirkung von Nierenbrei auf Acetessigsaure. 
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Tabelle 


Lagermark: 


II (Fortsetzung). 








Digestionsgemisch 


Nummer 
des Versuches 


58 g Nierenbrei 

48 ccm physiol. NaCl-Lésg. 

10 ccm einer Lésung von 
acetessigsaurem Natrium 


— 
—_ 


35 g Nierenbrei 

25 cem physiol. NaCl-Lésg. 

10 cem einer Lésung von 
acetessigsaurem Natrium 


_ 
bo 


46 g Nierenbrei 
46 ccm physiol. NaCl-Lésg. 


—_ 
w 
~. 


88 g Nierenbrei 
88 ccm physiol. NaCl-Lésg. 
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Tabelle III. 


Einwirkung von Blut auf Acetessigsaure. 


Bemerkungen 


Hund III 


Hund IV 


Hund V 
Hund VI 


Hund VII 





Digestionsgemisch 


Nummer 
Jes Versuches 
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155 ecm ‘Blut 

145 cem physiol. NaCl-Lsg. 
10cem einer Lésung von 
acetessigsaurem Natrium 
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_ 
=>) 
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155 cem Blut 


— 
~] 


f 
U 155 cem physiol. NaCl-Lsg. 
230 ccm Blut 
13 4| 220 ccm physiol. NaCl-Lsg. 
. gee ; 
10 ccm einer Liésung von 
acetessigsaurem Natrium 


230 cem Blut 
230 cem physiol. NaCl-Lsg. 


j 

\ 

f 100 ccm Blut 
10 ccm einer Lésung von 

| acetessigsaurem Natrium 


190 cem Blut 
10 cem physiol. NaCl-Lsg. 





0,4672 | 000 | — 


0,4672 | 0,00 


— | © i 








(Kontrolle z.Vers. 16) 


h4 + | ee e 
8 ' = wo 5 @|$§.8 
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Ss SikeHl* 4 
"ry © 
£ | mg 
0,4672 | 0,00 | a Hund VI 
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| Hund VI 
| 


Hund VII 


Hund VII 
(Kontrolle z.Vers. 18) 


Hund VIII 


Hund VIII 


(Kontrolle z. Vers. 20) 


Dagegen fehlte die Ketoreduktase im Blut, in der Lunge, 


im Pankreas und in der Milz. 


Die mit diesen Geweben an- 
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gestellten Versuche sind in den Tabellen III bis VI wieder- 


zegeben. 
oe Tabelle IV. 


Einwirkung von Lungenbrei auf Acetessigsiure 
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31 g Lungenbrei 
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Tabelle V. 





Bemerkungen 


Hund II 


Hund III 


Hund IV 


Hund V 


Biawirkung von Pankreasbrei auf Acoteosigeiuee. 
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19g Penheonsbou! 

9 cem physiol. NaCl-Lsg. 

10 cem einer Lésung von 
acetessigsaurem Natrium 


bdo 
> 


bo 
e b=, | 
pm gem eemmem, eee eee, =e \acme, 


0,6802/ 0,00 | — 


18 g Pankreasbrei 
8 cem physiol. NaCl-Lsg. 
10cem einer Lésung von 
acetessigsaurem Natrium 


. 3281| 0,00 | — 
21 g Pankreasbrei 
11 cem physiol. NaCl-Lsg. 
10cem einer Lésung von 


acetessigsaurem Natrium 


bo 
or 


0.3281 | 0,00 — 


19 g Pankreasbrei 

9 cem physiol. NaCl-Lsg. 

10cem einer Lésung von 
acetessigsaurem Natrium 


29 


0,4672 | 0,00 -— 











Bemerkungen 


Hund III 


Hund IV 


Hund V 


Hund VI 








L. v. Lagermark: Verbreitung der Ketoreduktase. 























10cem einer Lésung von 





acetessigsaurem Natrium 


AuBer in der Leber ist nach diesen Versuchen die 
Ketoreduktase in den Muskeln und in den Nieren vor- 
handen, jedoch nicht im Blut, in der Lunge, im Pan- 
kreas und in der Milz. 


0,3281 | 0,00 





Tabelle VI. 
Einwirkung von Milzbrei auf Acetessigsaure. 
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Weitere Versuche iber den Abbau des Naphthalinkernes 
im Tierkorper. 
Von 


E. Friedmann und W. Tiirk. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Kgl. Charité 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 20. August 1913.) 


T. Kikkoji hat im hiesigen Laboratorium beobachtet, daB 
f-Naphthalanin und besonders /-Naphthylbrenztraubensaure an 
Hunde per os verfiittert zu Benzoeséure abgebaut werden’). 
Kikkoji hat jedoch die Frage offen gelassen, ob diese Oxy- 
dation des Naphthalinkernes, analog der Aufspaltung des Benzol- 
kérpers im Tierkérper, in Abhangigkeit vom Bau der Seiten- 
kette erfolgt. Wir haben diese Frage zu entscheiden versucht, 
indem wir Fiitterungsversuche mit f-Naphthoesadure, p- 
Naphthylessigsaéure und §-Naphthylbrenztraubensaure 
ausfiihrten, und zwar applizierten wir diese Substanzen Hunden 
sowohl subcutan wie per os. 

Bei Verfiitterung von #-Naphthylbrenztraubenséiure an 
Hunde per os stellten wir in Ubereinstimmung mit den Be- 
obachtungen von Kikkoji eine Vermehrung der ausgeschiede- 
nen Hippursdure fest. Dagegen lieben weder $-Naphthoesdure 
noch f-Naphthylessigsiure, Hunden per os verabfolgt, eine Bil- 
dung von Hippurséure erkennen. Die physiologische Oxydation 
des Naphthalinkernes zu Benzoesiure erfolgt demnach analog 
der Aufspaltung des Benzolkernes in Abhangigkeit vom Bau 
der Seitenkette. Dagegen berechtigen die Resultate, die wir 
bei subcutaner Applikation von /-Naphthylbrenztraubensaure 
erhielten, zu zweifeln, ob die Aufsprengung des Naphthalin- 


’) T. Kikkoji, diese Zeitschr. 35, 57, 1911. 
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kernes eine Reaktion des intermedidsen Stoffwechsels des Tier- 
korpers darstellt, da $-Naphthylbrenztraubensaure ebensowenig 
wie $-Naphthylessigsiure und §-Naphthoesaure, Hunden subcutan 
injiziert, in Hippursiure iibergingen. Dieses differente Verhalten 
der -Naphthylbrenztraubensiure bei subcutaner Applikation 
und bei Verfiitterung per os kénnte zwar eine ausreichende 
Erklarung in der Verschiedenheit der Resorptionsverhiltnisse 
bei subcutaner Applikation und bei Verfiitterung per os finden, 
aber ebenso ist die Méglichkeit zu erwagen, daB der Abbau 
der $-Naphthylbrenztraubensiure zu Benzoesiure das Resultat 
bakterieller Prozesse im Magen-Darmkanal darstellt. Mit der 
Priifung dieser Méglichkeiten sind wir beschaftigt. 

Uber die Ergebnisse der einzelnen Fiitterungsversuche sei 
folgendes bemerkt. 

B-Naphthoesiaure ist bereits von R. Cohn‘) an Kanin- 
chen und Hunde verfiittert worden. R.Cohn gibt an, daB 
f-Naphthoeséure, an Kaninchen per os verfiittert, zum Teil 
unveraindert den Organismus verla{t, zum Teil mit Glykokoll 
gepaart als #-Naphthursiure zur Ausscheidung gelangt. Bei 
Verfiitterung von /-Naphthoeséure an Hunde konnte R. Cohn 
jedoch keine Bildung von f-Naphthursiure beobachten, und 
nur unverdinderte Substanz aus dem Harn der Versuchstiere 
isolieren. Wir haben sowohl bei subcutaner Applikation von 
8-Naphthoesaure wie bei Verfiitterung per os an Hunde neben 
unangegriffener $-Naphthoesaure /-Naphthursaéure aus dem Harn 
der Versuchstiere gewonnen. Daneben scheint noch in geringer 
Menge ein weiteres Umwandlungsprodukt der $-Naphthoesaure 
aufzutreten, mit dessen Untersuchung wir beschaftigt sind. Zur 
Identifizierung der erhaltenen $-Naphthursiure fiihrten wir die 
Synthese der /-Naphthursaure aus. 

f-Naphthylessigsiure, Hunden subcutan verabfolgt, 
wird etwa zur Hilfte unverandert ausgeschieden. Eine Paarung 
mit Glykokoll, wie sie das entsprechende Benzolderivat, die 
Phenylessigsaure, erfahrt, konnte nicht beobachtet werden. Die 
Menge der ausgeschiedenen Hippursaure war in der Fitterungs- 
periode nicht gréBer als in der Vorperiode. Dieselben Resultate 
erhielten wir bei Verfiitterung von /-Naphthylessigsaure per os, 


) R. Cohn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 127, 1894. 
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nur war unter diesen Bedingungen die Menge der unverindert 
wiedergewonnenen /-Naphthylessigsiure noch geringer als bei 
subcutaner Application. Uber den Verbleib der nicht im Harn 
wiedererschienenen /-Naphthylessigsiure haben wir keinen An- 
haltspunkt gewinnen konnen. 

f-Naphthylbrenztraubensaure wurde bei subcutaner 
Verabreichung an Hunde zum Teil zu f-Naphthylessigsiure ab- 
gebaut. Ein Einflu8 der verfiitterten Substanz auf die Hippursiure- 
ausscheidung konnte in zwei Versuchen nicht festgestellt werden. 
In dem ersten Versuch betrug die Menge der in 3 Tagen aus- 
geschiedenen Hippursaure 0,701 g gegen 0,675 g der Vorperiode, 
in dem zweiten Versuche 0,312 g wahrend der Fiitterungsperiode 
gegen 0,249 g der Vorperiode. Dagegen wurden nach Ver- 
fiitterung von f-Naphthylbrenztraubensiure an einen Hund 
per os 0,950 g Hippursaure in der Versuchsperiode ausgeschieden 
gegen 0,506 g in der Vorperiode. AuBer Hippursiure wurden 
auch unter diesen Bedingungen geringe Mengen von f-Naphthyl- 
essigsaure isoliert. 


Fiitterungsversuche. 


I, Fitterung von §-Naphthoesiure. 

Das zu den Fiitterungsversuchen verwendete Praparat von 
B-Naphthoesiure war von Kahlbaum bezogen. Es zeigte die 
Eigenschaften der $-Naphthoeséure und den fiir diese Substanz 
angegebenen Schmelzpunkt von 182° (unkorr,). 


Subcutane Applikation von £-Naphthoesaure. 


1. Fiitterungsversuch. Einem Hunde von 9,4 kg, der 
tiglich 1 Pfund gekochtes Pferdefleisch erhielt, wurden an 
3 aufeinanderfolgenden Tagen je 2 g #-Naphthoesiure als 
Natriumsalz in 30 ccm Wasser unter die Haut gespritzt. Im 
ganzen wurden 6 g /-Naphthoesaure verfiittert. 

Der Harn der Fiitterungstage und des 1. Tages (4 tagiger 
Harn) wurde vereinigt und zum diinnen Sirup eingedampft. 
Der Sirup wurde mit heiBem, 93°/,igem Alkohol erschépft, der 
nach Abdampfen des Alkohols verbleibende Sirup in 200 ccm 
Wasser gelést, die Lésung mit 100 ccm 25°), iger Phosphor- 
siure versetzt und im Extraktionsapparat 4 mal 12 Stunden 
extrahiert. 
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Der nach Abdestillieren des Athers hinterbleibende kry- . 
stallinische Riickstand wurde mit Chloroform wiederholt aus- j ] 
gekocht. Dabei blieb ein Teil ungelést (chloroformunlés- . 
licher Riickstand A), ein Teil ging in Lésung (Chloroform- 
auszug B). 

A. Chloroformunléslicher Riickstand. Der in Chloro- 
form unldésliche Riickstand wurde mehrmals mit Wasser aus- 
gekocht. Er ging dabei allmahlich vollstandig in Lésung. Beim 
Erkalten schieden sich schéne Krystalle aus, die abgesaugt und 
im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet wurden. Ihre Menge 
betrug 3,4 g. Der Schmelzpunkt des Rohproduktes lag bei 
162 bis 165° (unkorr.). Die wisserige Mutterlauge dieser Kry- 





_ ry bet oll 





2 
7 
4 stallisation wurde eingeengt, und, da bei langerem Stehen keine 
weitere Krystallisation zu erzielen war, vernachlassigt. : 
ie Die gewonnene Substanz wurde in 250 ccm heiBem Wasser 
e gelést und die Lésung mit Tierkohle entfarbt. Aus der ent- 
firbten Lésung krystallisierten groBe, breite, silberglinzende 
Nadeln und Blattchen aus, deren Schmelzpunkt bei 169 bis { 


170° (unkorr.) lag. Nochmals aus 200 ccm Wasser umkrystalli- 


siert, blieb ihr Schmelzpunkt konstant. Im ganzen wurden 

vk 1,09 g reine Substanz gewonnen, die zur Analyse im Vakuum 
« iiber Schwefelsiure getrocknet wurden. 

2) 0,1202 g Substanz: CO, 0,3003 g, H,O 0,0533 g : 
. 0,1571 g Substanz: N 8,2 cem (18°, 754 mm). 

be, C,,H,,NO,. Ber.: C 68,12°/,, H 4,80°/,, N 6,11°/, 

Be Gef.: C 68,13°/,, H 4,96°/,, N 6,08°/,. 

Rs Schmelzpunkt und Analyse der erhaltenen Substanz wiesen 


darauf hin, daB sie identisch mit der von R. Cohn aus Ka- 
e ninchenharn nach Verfiitterung von #-Naphthoesaure isolierten 
Fg f-Naphthursaiure war. Ein Vergleich des von uns aus dem 
Hundeharn isolierten Kérpers mit synthetisch dargesteller /- 
Naphthursiure zeigte die véllige Ubereinstimmung der beiden 
Substanzen. Dementsprechend ergab die Mischprobe von syn- 
: thetisch dargestellter $-Naphthurséure mit der aus dem Harn 
gewonnenen Substanz die Identitat der beiden Substanzen. 


Boe Coon 
oars 


B. Chloroformauszug. Die Chloroformlésung wurde durch 
Destillation vom Chloroform befreit. Der Riickstand erstarrte 
zu einer hellbraunen Krystallmasse. Diese wurde durch Kochen 
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mit Wasser zum Teil in Lésung gebracht und die wisserige 
Lésung und der in Wasser schwer lésliche Anteil getrennt 
untersucht. 

Aus der wisserigen Lésung schieden sich beim Erkalten 
Krystalle ab, deren Menge 0,8 g betrug. Nach einmaligem 
Umlésen aus 225 ccm heiBem Wasser unter Zusatz von Tier- 
kohle zeigten sie den fiir S-Naphthoesiure angegebenen 
Schmelzpunkt von 182° (unkorr.) und konnten mit dieser durch 
die Mischprobe identifiziert werden. 

Der in Wasser schwer ldsliche Anteil bestand ebenfalls 
zum groBten Teil aus §-Naphthoesaure. Zu ihrer Gewinnung 
wurde der in Wasser schwer lésliche Anteil in Sodalésung ge- 
lést, die Lésung mit Kieselgur geklart, filtriert und das Filtrat 
mit Schwefelsaure angesiuert. Nach 12stiindigem Stehen im 
Eisschrank wurden die Krystalle abgesaugt. Ihre Menge betrug 
0,7 g. Nach einmaligem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser 
hatten sie den Schmelzpunkt der f-Naphthoesiure von 182° 
(unkorr.), der bei erneutem Umldésen konstant blieb. Léslich- 
keitsverhiltnisse, Eigenschaften und Mischprobe ergaben die 
Identitat der aus dem Harn gewonnenen Substanz mit 
f-Naphthoesaure. 

In diesem Versuche wurden nach subcutaner Verabfolgung 
von 6 g £-Naphthoesaure 3,4 g rohe und 1,09 g reine £-Naphthur- 
siure und 1,5 g $-Naphthoesiaure isoliert. 

2. Fiitterungsversuch. Einem Hunde von 5,3 kg, der 
taglich 1 Pfund gekochtes Pferdefleisch erhielt, wurden an zwei 
aufeinanderfolgenden Tagen je 2 g §-Naphthoesaure als Natrium- 
salz in 50 ccm Wasser unter die Haut gespritzt. Im ganzen 
wurden 4 g /-Naphthoesaure injiziert. 

Verarbeitet wurde der Harn der zwei Versuchstage und 
des ersten Nachtages (3tagiger Harn). Die Vorbereitung zur 
Atherextraktion geschah in der im 1. Fiitterungsversuche be- 
schriebenen Weise. Die Atherextraktion dauerte 4 mal 12 Stunden. 

Nach Abdestillieren des Athers hinterblieb ein brauner 
dliger Riickstand. Dieser wurde mit Chloroform wiederholt 
ausgekocht, wobei ein Teil in Lésung ging (A Chloroform- 
auszug, B chloroformunléslicher Riickstand). 

A. Chloroformauszug. Die Chloroformausziige werden 
vereinigt und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abdestillieren 
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des Chloroforms hinterblieb ein Riickstand, der krystallinisch 
erstarrte. Seine Menge betrug 2,9 g. Er wurde mit 600 ccm 
Wasser ausgekocht, die Lésung heiB filtriert und 12 Stunden 
in den Eisschrank gestellt. Hierbei wurden 2,2 g Krystalle 
erhalten. Sie zeigten nach nochmaligem Umkrystallisieren aus 
heiBem Wasser die Eigenschaften und den Schmelzpunkt von 
182° (unkorr.) der S-Naphthoesaure, mit der sie durch die 
Mischprobe identifiziert werden konnten. 

B. Der in Chloroform unlésliche Riickstand wurde 
in 100 ccm heiBem Wasser gelést, die Lésung wurde mit Tier- 
kohle entfairbt und eingeengt. Nach 12stiindigem Stehen der 
eingeengten Lésung hatten sich 2,01 g gefarbter Krystalle ab- 
geschieden, deren Schmelzpunkt bei 205° (unkorr.) lag. Sie 
wurden in 50 ccm heiBem Wasser gelést, die Lésung mit Tier- 
kohle entfairbt und zur fraktionierten Krystallisation eingeengt. 
Die erste Krystallisation lieferte 0,9 g Substanz. Ihr 
Schmelzpunkt lag bei 165° (unkorr.). Nach nochmaligem Um- 
lésen aus heiBbem Wasser zeigte sie den Schmelzpunkt von 
169 bis 170° (unkorr.), der bei weiterem Umkrystallisieren 
konstant blieb. Eigenschaften, Schmelzpunkt und Mischprobe 
ergaben die Identitat dieser Substanz mit S-Naphthursaure. 
Aus 0,9 g roher §-Naphthursaure wurden 0,51 g reine 6-Naphthur- 
siure erhalten. Beim Einengen der Mutterlauge der ersten 
Krystallisation wurde eine zweite Krystallisation erhalten, 
deren Menge 0,3 g betrug. Der Schmelzpunkt dieser Krystalle 
lag bei 215° (unkorr.). Nach nochmaligem Umkrystallisieren 
stieg der Schmelzpunkt auf 220 bis 222° (unkorr.) und blieb 
bei weiterem Umlésen konstant bei 220 bis 222° (unkorr.). 
Wir haben diese bei 220 bis 222° (unkorr.) schmelzende 
Substanz bisher nicht identifizieren kénnen. 

In diesem Versuche wurden nach subcutaner Verabfolgung 
von 4g f-Naphthoeséure 2,2 g $-Naphthoesiure, 0,9 g rohe 
und 0,51 g reine 6-Naphthursiure und 0,3 g einer bei 220 bis 
222° schmelzenden, bisher nicht identifizierten Substanz isoliert. 


Fitterung von £-Naphthoesaure per os. 
Einem Hunde von 5,3 kg, der tiglich 1 Pfund gekochtes 
Pferdefleisch erhielt, wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen 
je 2g f-Naphthoesiure, die in das Natriumsalz iibergefiihrt 
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war, in Fleisch eingehiillt, verfiittert. Im ganzen wurden 4 g 
f-Naphthoesaure verfiittert. 

Verarbeitet wurde der Harn der beiden Versuchstage und 
des ersten Nachtages (3tagiger Harn). Die Vorbereitung der 
gesammelten Harne zur Atherextraktion geschah in der bereits 
geschilderten Weise (S. 465). Die Atherextraktion dauerte 4 mal 
12 Stunden. 

Im Atherextrakt waren reichlich Krystalle vorhanden. Die 
krystallinische Ausscheidung (A) und die atherische 
Lésung (B) wurden getrennt verarbeitet. 

A. Die Menge der krystallinischen Ausscheidung 
betrug 1,2 g. Ihr Schmelzpunkt lag bei 148° (unkorr.). Nach 
einmaligem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser unter Zusatz 
von Tierkohle zeigten sie bereits den fiir S-Naphthursaure 
angegebenen Schmelzpunkt von 168 bis 169°, mit der sie 
durch diese Mischprobe identifiziert wurden. Es wurden 0,54 g 
reine $-Naphthurséure erhalten. 

B. Die atherische Lésung lieferte nach Abdestillieren 
des Athers einen Riickstand, der krystallinisch erstarrte. Er 
wurde durch Auskochen mit 200 ccm Wasser in einen in 
heiBem Wasser leicht léslichen Anteil und einen in 
heiBem, Wasser schwer léslichen Anteil zerlegt. 

Der in heiBem Wasser leicht lésliche Anteil gab 
nach Erkalten der wiasserigen Lésung eine krystallinische Aus- 
scheidung, deren Menge 1,3 g betrug. Ihr Schmelzpunkt lag 
unscharf bei 128 bis 130° (unkorr.). Sie bestand aus einem 
Gemenge von f-Naphthoesdure und f-Naphthursaure. Zu ihrer 
Trennung wurde das Gemisch mit heiBem Chloroform aus- 
gekocht. Die Chloroformlésung ergab nach Abdestillieren des 
Chloroforms einen krystallisierten Riickstand, der aus heibem 
Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert wurde. Es 
wurden so 0,7 g Substanz vom Schmelzpunkt 182° (unkorr.) 
erhalten, die die Eigenschaften der 8-Naphthoesaure zeigten, 
mit der sie durch die Mischprobe identifiziert werden konnten. 

Die in Chloroform unldéslichen Krystalle wurden aus heiBem 
Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert und die 
ausgeschiedene Substanz noch zweimal aus heiBem Wasser um- 
gelést. Es wurden so 0,4 g Substanz gewonnen, die den 
Schmelzpunkt von 168 bis 169° (unkorr.) und die Eigenschaften der 


Biochemische Zeitschrift Band 55, 31 
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f-Naphthursaure zeigten, mit der sie durch die Mischprobe 
identifiziert wurden. 

Die wiasserige Mutterlauge des auskrystallisierten Gemenges 
von f-Naphthoesiure und f-Naphthursiure wurde mit Kiesel- 
gur geklart und das Filtrat eingeengt. Die konzentrierte Lésung 
wurde 3mal mit Chloroform und darauf 5mal mit Essigiather 
ausgeschiittelt. Der Essigitherauszug lieferte nach Abdestillieren 
des Essigithers 0,8 g Riickstand vom Schmelzpunkt 180 bis 
182°. Er wurde in 50 ccm Wasser gelést, die Lésung mit 
Tierkohle entfarbt und zur Krystallisation eingedampft. Es 
wurden so 0,6 g Substanz erhalten, die den Schmelzpunkt von 
187° (unkorr.) und die Eigenschaften der Hippursaure zeigten, 
mit der sie durch die Mischprobe identifiziert wurden. 

Der in heiBem Wasser schwer lésliche Anteil hatte 
den Schmelzpunkt 175° (unkorr.). Seine Menge betrug 1 g. 
Er wurde 2mal aus 350 ccm heiBem Wasser umkrystallisiert 
und lieferte 0,9 g reine f-Naphthoesdiure vom Schmelz- 
punkt 182° (unkorr.). 

In diesem Versuche wurden nach Verfiitterung per os von 
4 g B-Naphthoesaure aus dem 3tigigen Harn 0,94 g 6-Naphthur- 
siure, 1,6 g $-Naphthoesiure und 0,6 g Hippursaure isoliert. 
Derselbe Hund hatte bei gleicher Ernahrung in einer Vor- 
periode von 3 Tagen 0,679 g Hippursdure ausgeschieden. Die 
Hippursdure war nach dem von dem einen von uns be- 
schriebenen Verfahren isoliert worden’). 


Synthese der $-Naphthursaure. 

§8-Naphthursaure wurde durch Einwirkung von £-Naphthoyl- 
chlorid in atherischer Lésung auf Glykokoll bei Gegenwart von 
Natronlauge dargestellt. $-Naphthoylchlorid war nach den An- 
gaben von Vieth*) gewonnen. 

2 g Glykokoll wurden in der fiir 1 Mol berechneten Menge 
Normal-Natronlauge gelést und zu dieser Lésung 10g S-Naphthoyl- 
chlorid, in der 10fachen Menge Ather gelést, hinzugefiigt. Das 
Gemisch wurde bei Zimmertemperatur in einer Stépselflasche 
auf der Maschine geschiittelt, nach 1 Stunde wieder mit der- 
selben Menge Normalnatronlauge versetzt und weiter geschiittelt. 

| | 4 


' 


1) E. Friedmann, diese Zeitschr. 35, 54, 1911. 
*) Vieth, Liebigs Ann. 180, 319. 
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Nach einer weiteren Stunde wurde der Zusatz von Normal- 
natronlauge nochmals wiederholt. Nach 4stiindigem Schiitteln 
wurde das Gemisch in einen Scheidetrichter gegeben und die 
atherische Schicht von der alkalisch-wisserigen Lésung getrennt. 
Die alkalische Lésung wurde filtriert und mit verdiinnter Salz- 
siure ubersattigt. Nach kurzem Stehen wurde der reichlich 
ausfallende, etwas gelb gefiarbte, krystallinische Niederschlag 
abgesaugt, mit Wasser ausgewaschen und auf Ton ausgestrichen. 
Seine Menge betrug 11,5 g. Er bestand aus einem Gemisch 
von /-Naphthoesiure und /-Naphthursiure. 

Zu ihrer Trennung wurde die Krystallmasse mit Chloroform 
ausgekocht, wowei die 6-Naphthoesdure in Lésung ging. Nach 
dem Erkalten wurde das Ungeléste abgesaugt und mit Chloro- 
form ausgewaschen. Es blieb ein schneeweiBes krystallinisches 
Produkt zuriick, dessen Menge 5,2 g betrug. Sein Schmelz- 
punkt lag bei 165° (unkorr.). Nach einmaligem Umkrystallisieren 
aus 350 ccm heibem Wasser hatte es den Schmelzpunkt von 
169 bis 170° (unkorr.), der sich bei weiterem Umlésen nicht 
mehr anderte. Es wurden 4,3 g reine /-Naphthursaure er- 
halten. 

Aus den Chloroformausziigen schieden sich bei 24stiindigem 
Stehen Krystalle ab, deren Menge 0,502 g betrug. Nach ein- 
maligem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser wurden 0,38 g 
Substanz vom Schmelzpunkt 169 bis 170° (unkorr.) erhalten, die 
ebenfalls 8-Naphthurséure waren. Die Ausbeute an /-Naphthur- 
siure betrug 76,6°/, der Theorie. 

Zur Analyse diente ein Praparat, das mehrfach aus heibem 
Wasser umkrystallisiert und im Vakuum iiber Schwefelsdiure 
getrocknet war. 

0,1512 g Substanz: CO, 0,3792 g, H,O 0,0669 g. 

0,1740 g » +: N 9,00 ccm (16,5°, 762 mm). 

C,,H,,NO,. Ber.: C 68,12°/,, H 4,80°/,, N 6,11°/). 

Gef.: C 68,40°/,, H 4,94°/,, N 6,12°/). 

In einem zweiten Versuche wurden unter denselben Be- 
dingungen aus 2,4 g Glykokoll und 11,3 g £-Naphthoylchiorid 
6,5 g rohe und 5,68 g reine #-Naphthursdure erhalten. (Aus- 
beute 79°/, der Theorie.) 

f-Naphthursaure krystallisiert in breiten, silberglanzenden 


Nadeln. Ihr Schmelzpunkt liegt bei 169 bis 170° (unkorr,). 
31* 
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In Wasser ist sie in der Kialte schwer ldslich, leicht léslich in 
der Wirme. Sie kann aus Wasser gut umkrystallisiert werden. 
In Methyl- und Athylalkohol, in Aceton und Essigither ist sie 
schon in der Kalte leicht léslich. Schwer léslich auch in der 
Wirme ist sie in Ather, Petrolither, Benzol, Toluol, Chloroform 
und Schwefelkohlenstoff. 


II. Fiitterung von §-Naphthylessigsaure. 


1. Darstellung von f-Naphthylessigsaure aus 
B-Naphthylbrenztraubensaure. 


f-Naphthylessigsiure stellten wir anfanglich, solange das 
f-Methylnaphthalin nicht zugianglich war, durch Oxydation der 
von Kikkoji beschriebenen £-Naphthylbrenztraubensiure’) 
mittels Wasserstoffsuperoxyd in neutraler Lésung dar. Der zur 
Gewinnung von /-Naphthylbrenztraubensaure ndétige f-Naphth- 
aldehyd wurde nach dem Verfahren von Ladewig?*) durch 
Destillation eines Gemisches von f-naphthoesaurem Kalk und 
ameisensaurem Kalk unter vermindertem Druck erhalten. 

Als im Laufe unserer Versuche /-Methylnaphthalin wieder 
zuginglich wurde, gingen wir zur Darstellung der £-Naphthyl- 
essigsiure auf die Arbeitsweise von Kikkoji zuriick, der 
8-Methylnaphthalin iiber Brom-f-Methylnaphthalin und f-Naph- 
thylessigséurenitril in £-Naphthylessigsiure umwandelte. Das 
Verfahren von Kikkoji gibt leichter und in besserer Ausbeute 
f-Naphthylessigsiure als die Oxydation der $-Naphthylbrenz- 
traubensaure. 

9 g B-Naphthylbrenztraubensaure wurden in der berechneten 
Menge Normal-Natronlauge gelést, die Lésung mit 200 ccm 
3°/,igem Wasserstoffsuperoxyd versetzt und 24 Stunden bei 33° 
stehen gelassen. Der beim Ansaiuern mit verdiinnter Schwefel- 
siure erhaltene Niederschlag, dessen Menge 7,4 g betrug, gab 
mit Eisenchlorid starke Ketonsiurereaktion und bestand aus 
einem Gemenge von #-Naphthylessigsiure und /-Naphthyl- 
brenztraubensdure. Das Gemenge wurde in Normal-Natron- 
lauge gelést, nochmals mit 3°/,igem Wasserstoffsuperoxyd ver- 
setzt und die Lésung 24 Stunden bei 21° stehen gelassen. 


1) T. Kikkoji, diese Zeitschr. 25, 57, 1911. 
*) Ladewig, Liebigs Annal. 379, 353, 1911. 
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Der jetzt beim Ansiuern einer Probe mit verdiinnter Schwefel- 
saure erhaltene Niederschlag erwies sich als frei von Keton- 
siure. Zur Entfernung geringer Mengen wahrend der Oxy- 
dation entstandenen und durch Geruch erkenntlichen S-Naphth- 
aldehyds wurde die Reaktionsfliissigkeit mit Natronlauge alkalisch 
gemacht und mit Ather ausgeschiittelt. Darauf wurde im 
Scheidetrichter mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert und 
der ausfallende Niederschlag mit Ather aufgenommen. Dieser 
atherische Auszug wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und hinter- 
lieB nach Abdestillieren des Athers und Vertreiben der letzten Ather- 
reste im Vakuum 4,1 g f-Naphthylessigsiure. Nach einmaligem 
Umkrystallisieren aus Wasser hatte sie den fiir 6-Naphthylessig- 
siure angegebenen Schmelzpunkt von 140° (unkorr.). Zur Analyse 
wurde sie im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 
0,1215 g Substanz: CO, 0,3440 g, H,O 0,0600 g. 
C,,.H,,0,. Ber.: C 77,40°/,, H 5,38°/,. 
Gef.: C 77,22°/,, H 5,52°/,. 


2. Subcutane Verabfolgung von £-Naphthylessigsaure. 


Einem Hunde von 9,4 kg, der taglich 0,5 kg gekochtes 
Pferdefleisch erhielt, wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen 
je 1,6 g f-Naphthylessigsaure, die in 8,5 com Normal-Natronlauge, 
1,5 com Wasser und 10 ccm physiologischer Kochsalzlésung ge- 
lost waren, unter die Haut gespritzt. 

Verarbeitet wurde der Harn der beiden Versuchstage und 
des ersten Nachtages. 

Der Harn der Versuchsperiode wurde zum diinnen Sirup 
eingeengt und dieser wiederholt mit 93°/,igem Alkohol in der 
Warme extrahiert. Der nach Abdampfen des Alkohols erhaltene 
Riickstand wurde in 200 ccm Wasser aufgenommen, die Lésung 
mit 100 ccm 25°/,iger Phosphorséure angesaéuert und viermal 
12 Stunden im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Der 
aitherische Auszug wurde vom Ather durch Destillation befreit 
und der erhaltene Riickstand in 100 com Wasser in der Warme 
gelést. Dabei blieben geringe Mengen einer dligen Substanz 
ungelést. Die wiisserige Fliissigkeit wurde mit 5 ccm 25°/,iger 
Phosphorsaure versetzt und mit Essigither 5 mal ausgeschiittelt. 
Nach Abdestillieren des Essigiithers wurde der Riickstand in 
75 ccm Wasser suspendiert, mit Sodalésung schwach alkalisch 
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gemacht und mit Chloroform 3 mal ausgeschiittelt. Dieser Chloro- 
formauszug wurde vernachlissigt. Die wisserige Fliissigkeit 
wurde jetzt mit 10 ccm 25°/,iger Phosphorséiure angesiuert 
und die élige Ausscheidung durch 5maliges Ausschiitteln mit 
Chloroform der wisserigen Fliissigkeit entzogen (Chloroform- 
auszug). Darauf wurde die wiasserige Lésung 5mal mit Essig- 
aither ausgeschiittelt (Essigatherauszug). 

Der Chloroformauszug hinterlie} nach Abdestillieren 
des Chloroforms einen Sirup, der rasch krystallinisch erstarrte. 
Seine Menge betrug 1,9 g. Er wurde in verdiinnter Sodalésung 
in der Warme gelést und die Lésung mit verdiinnter Schwefel- 
siure angesiuert. Hierbei fielen 1,45 g eines krystallinischen 
Niederschlages aus, der nach zweimaligem Umlésen aus Wasser 
den fiir die B-Naphthylessigsiure angegebenen Schmelz- 
punkt von 140° (unkorr.) hatte. Die Mischprobe der aus dem 
Harn isolierten Substanz mit synthetisch dargestellter $-Naph- 
thylessigsiure ergab die Identitét der beiden Substanzen. 

Bei der Analyse des im Vakuum iiber Schwefelsdure ge- 
trockneten Produkts wurden die fiir S-Naphthylessigsaure ver- 
langten Zahlen erhalten. 

0,1302 g Substanz: CO, 0,3695 g, H,O 0,0645 g. 

C,.H,,0,- Ber.: C 77,4°/,, H 5,38°/,. 
Gef.: C 77,4°/,, H 5,54°/,. 

Der Essigitherauszug lieferte 0,345 g Hippursaure 
vom Schmelzpunkt 187° (unkorr.). 

In einer dreitagigen Vorperiode hatte derselbe Hund bei 
gleicher Ernaihrung 0,310 g Hippurséure ausgeschieden. Die 
Hippursaiure war nach dem von dem einen von uns beschrie- 
benen Verfahren’) aus dem Harn isoliert worden. 


3. Fiitterung von £-Naphthylessigsaure per os. 

Einem Hunde von 5,3 kg, der taglich 1 Pfund gekochtes 
Pferdefleisch erhielt, wurden 2 g f-Naphthylessigsiure, die mit 
Natriumbicarbonat neutralisiert waren, in 50 ccm Wasser mittels 
Schlundsonde eingegeben. Am niichsten Tag erhielt der Hund 
2 g £-Naphthylessigsiure als Natriumsalz, in Fleischstiickchen 
eingewickelt, unter das Futter gemischt. 

Verarbeitet wurde der Harn der beiden Versuchstage und 


1) E. Friedmann, diese Zeitschr. 35, 54, 1911. 
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des ersten Nachtages (dreitagiger Harn). Die Vorbehandlung 
der gesammelten Harne zur Atherextraktion geschah in der 
bereits angegebenen Weise (S. 465). Die Atherextraktion dauerte 
4mal 12 Stunden. 

Die Aufarbeitung des Atherextrakts wurde in der im vorigen 
Versuch beschriebenen Weise vorgenommen. Hierbei lieferte 
der Chloroformauszug 0,27 g 6-Naphthylessigsiure vom 
Schmelzpunkt 140° (unkorr.), die durch die Mischprohe identi- 
fiziert wurden. Der Essigitherauszug ergab 0,19 g Hippur- 
siure vom Schmelzpunkt 187° (unkorr.). 

Derselbe Hund hatte in einer dreitagigen Vorperiode 
0,156 g Hippursiure bei gleicher Ernahrung wie in der Fiitte- 
rungsperiode ausgeschieden. 


lil. Fiitterung von §-Naphthylbrenztraubensaure. 


f-Naphthylbrenztraubensiure wurde nach den Angaben 
von Kikkoji’) dargestellt. Von ihrer Reinheit iiberzeugten wir 
uns durch Titration der Substanz in wisserig-alkoholischer 
Lésung mit */,,-Natronlauge unter Benutzung von Phenol- 
phthalein als Indicator. 
0,1313 g Substanz. Gef.: 5,99 ccm 3/,,-Natronlauge. 
Ber.: 6,14 ccm ®/,,-Natronlauge. 
0,1340 g Substanz. Gef.: 6,00 ccm ®/,,-Natronlauge. 
Ber.: 6,26 ccm ®/,,-Natronlauge. 


1. Subcutane Verabfolgung von f-Naphthyl- 

brenztraubensdaure. 

1. Fiitterungsversuch. Einem Hunde von 11 kg, der 
tiglich 1 Pfund gekochtes Pferdefleisch erhielt, wurden an zwei 
aufeinander folgenden Tagen je 2 g /-Naphthylbrenztrauben- 
siure, die mit 0,8 g Natriumbicarbonat neutralisiert waren, in 
80 com Wasser unter die Haut gespritzt. Im ganzen wurden 
4g f-Naphthylbrenztraubensaure verfiittert. 

Verarbeitet wurde der Harn der beiden Versuchstage und 
des ersten Nachtages (dreitagiger Harn). Die Vorbereitung der 
gesammelten Harne zur Atherextraktion geschah in der in den 
vorigen Versuchen geschilderten Weise. Die Atherextraktion 
dauerte 4 mal 12 Stunden. 


!) T. Kikkoji, Ll. . 
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Die Aufarbeitung des Atherextrakts wurde in derselben 
Art vorgenommen, wie sie fiir die Verarbeitung des Ather- 
extrakts nach Verfiitterung von /-Naphthylessigsiure angegeben 
ist. Aus dem Chloroformauszug wurden 0,5 g B-Naphthyl- 
essigsiure vom Schmelzpunkt 140° (unkorr.) isoliert, die durch 
die Mischprobe identifiziert wurden. Aus dem Essigitherauszug 
wurden 0,701 g Hippursaéure gewonnen. 

Derselbe Hund hatte bei gleicher Ernihrung in einer drei- 
tagigen Vorperiode 0,675 g Hippursiiure ausgeschieden. 

2. Fiitterungsversuch. Einem Hunde von 5,3 kg, der 
taiglich 0,5 kg gekochtes Pferdefleisch erhielt, wurden an zwei 
aufeinander folgenden Tagen je 1,5 g £-Naphthylbrenztrauben- 
siure, die mit Natriumcarbonat neutralisiert waren, in 50 ccm 
Wasser unter die Haut gespritzt. Im ganzen wurden 3 g 
B-Naphthylbrenztraubensaure injiziert. 

Aus dem Harn der Versuchstage und des ersten Nachtages 
(dreitagiger Harn) wurden 0,381 g f£-Naphthylessigsaure 
vom Schmelzpunkt 140° (unkorr.) isoliert, die durch die Misch- 
probe identifiziert wurden. Die Hippursiureausscheidung 
betrug 0,312 g. 

Derselbe Hund hatte bei gleicher Ernahrung in einer drei- 
tagigen Vorperiode 0,249 g Hippursdiure ausgeschieden. 


2. Fitterung von §-Naphthylbrenztraubensiure per os. 


Einem Hunde von 7,5 kg, der taglich 1 Pfund gekochtes 
Pferdefleisch erhielt, wurden am ersten Fiitterungstage 1,7 g 
freie £-Naphthylbrenztraubensiure und am zweiten Tage 1,7 g 
f-Naphthylbrenztraubensaure, die in das Natriumsalz iibergefiihrt 
war, in Fleischstiickchen eingewickelt, unter das Futter gemischt. 
Im ganzen wurden 3,4 g $-Naphthylbrenztraubenséure ver- 
fiittert. 

Aus dem Harn der Versuchstage und des ersten Nach- 
tages (dreitigiger Harn) wurden 0,301 g £-Naphthylessig- 
siure vom Schmelzpunkt 140° (unkorr.) erhalten, die durch 
die Mischprobe identifiziert wurden. Die Menge der isolierten 
Hippursdure betrug 0,950 g. 

Derselbe Hund hatte bei gleicher Ernahrung in einer drei- 
tigigen Vorperiode 0,506 g Hippursdure ausgeschieden. 














Uber 8-Naphthalanin-hydantoinsaure. 


Von 


W. Tirk. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik der Kgl. Charité 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 20. August 1913.) 


T. Kikkoji’) hat nach Verfiitterung von {-Naphthalanin 
an Hunde aus dem Harn der Versuchstiere eine Substanz isoliert, 
der er die Formel C,,H,,N,O, zugeschrieben hat. Die ana- 
lytischen Daten stimmen zwar ziemlich gut mit dieser Formel 
iiberein, jedoch entfernen sich auch die fiir die Uraminosaure 
des £-Naphthalanins C,,H,,N,O, verlangten Zahlen nicht allzu 
weit von den von Kikkoji erhaltenen Werten: 

C,,;H,,.N,O,. Ber.: C 66,15°/,, H 5,93°/,, N 10,23°/,. 

C,,H,,N,0O, Ber.: C 65,07°/,, H 5,46°/,, N 10,78%,. 

(Oraminosbure) Gef.: C 66,24°/,, H 5,99°/,, N 10,11°/,. 

Gef.: C 65,95°/,, H 6,53°/°, N 9,90°/,. 


Da neuere Untersuchungen gezeigt haben, daB Uramino- 
siuren mit Leichtigkeit beim Eindampfen der wiasserigen Lésung 
von Aminoséuren bei Gegenwart von Harnstoff entstehen*) und 
bei der Aufarbeitung der nach Verfiitterung von $-Naphthalanin 
erhaltenen Harne durch Kikkoji die Méglichkeit einer Bildung 
von Uraminosadure aus unveraindertem /-Naphthalanin und Harn- 
stoff zu beriicksichtigen ist, habe ich auf Veranlassung von Herrn 
Prof. E. Friedmann die Uraminosaure des 6-Naphthalanins dar- 
1) T. Kikkoji, diese Zeitschr. 35, 57, 1911. 

*) Fr. Lippich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 2953, 1906 u. 41, 
2953, 1908. — H. D. Dakin, Journ. of biol. Chem. 8, 25, 1910. — Walter 
Weinland, diese Zeitschr. 88, 285, 1912. — Embden und Schmitz, 
diese Zeitschr. 38, 393, 1912. — Kura Kondo, diese Zeitschr. 38, 407, 1912. 
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gestellt, um sie mit der nach Verfiitterung des 6-Naphthalanins 
von Kikkoji erhaltenen Substanz zu vergleichen. Ich habe 
mich aus auBeren Griinden nur des ersten Teiles dieser Auf- 
gabe entledigen kénnen und berichte im folgenden iiber die 
Darstellung und die Eigenschaften der $-Naphthalanin-hydan- 
toinsaure. 

Die Darstellung der $-Naphthalanin-hydantoinsdure ver- 
suchte ich anfangs durch Einwirkung von Kaliumcyanat auf 
f-Naphthalanin; jedoch gelang es mir nicht, hierbei die gesuchte 
Saure zu erhalten. Aus 2 g zur Reaktion verwendetem /-Naphth- 
alanin wurden 1,8 g unverinderte Substanz zuriickgewonnen. 
Dagegen konnte ich miihelos nach der von Lippich’) benutzten 
Methode durch Einwirkung von Harnstoff auf §-Naphthalanin bei 
Gegenwart von Barythydrat $-Naphthalanin-hydantoinsaure dar- 
stellen. Die von mir erhaltene 6-Naphthalanin-hydantoinsiure 
schmilzt unter Zersetzung bei 194 bis 195°, wihrend Kikkoji fiir 
die aus dem Harn nach Verfiitterung von §-Naphthalanin isolierte 
Substanz einen Zersetzungspunkt von 190° angibt. Einen direkten 
Vergleich der Substanz von Kikkoji mit 6-Naphthalanin-hydan- 
toinsiure habe ich bisher aus Mangel an Material nicht aus- 
fiihren kénnen. 


Darstellung von 8-Naphthalanin-hydantoinsiure. 


1. Einwirkung von Kaliumcyanat auf £-Naphthalanin. 

2 g '-Naphthalanin, die nach den Angaben von Kikkoji 
dargestellt waren, wurden in 20 ccm Wasser suspendiert und 
durch Erwirmen mit 50 ccm Normal-Schwefelsiure in Lésung 
gebracht. Die rasch abgekiihlte Lésung wurde allmahlich mit 
4g Kaliumcyanat in 20 ccm Wasser versetzt; hierbei schied 
sich eine Substanz krystallinisch aus. Nach beendetem Zusatz 
der Kaliumcyanatlésung war die Reaktion schwach alkalisch. 
Es wurden jetzt nochmals 75 ccm Normal-Schwefelsaure hinzu- 
gefiigt und die Lésung wieder mit 4 g Kaliumcyanat in 20 ccm 
Wasser versetzt. Nach 24stiindigem Stehen wurde der ge- 
bildete Niederschlag abgesaugt und zuerst mit Wasser, darauf 
mit Alkohol und Ather ausgewaschen. Seine Menge betrug 


) Fr. Lippich, 1. ¢. 
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1,8 g, der Zersetzungspunkt der Substanz lag bei 257° (unkorr.). 
Sie bestand ausschlieBlich aus unverindertem #-Naphthalanin. 


2. Einwirkung von Harnstoff auf $-Naphthalanin. 


1,8 g f-Naphthalanin wurden in 250 ccm einer siedenden, 
5°/, igen Barytlésung eingetragen. Nachdem die Substanz voll- 
stiindig in Lésung gegangen war, wurde die Fliissigkeit mit 5 g 
Harnstoff versetzt und das Reaktionsgemisch 4 Stunden am 
RiickfluBkiihler gekocht. Nach Hinzufiigen von 50 ccm Wasser 
wurde dcr iiberschiissige Baryt durch Einleiten von Kohlensaure 
entfernt. Das ausgefallte Bariumcarbonat wurde abgesaugt und 
das Filtrat eingedampft. Der Riickstand wurde mit absolutem 
Alkohol ausgekocht, wobei das im Alkohol schwer lésliche Barium- 
salz der $-Naphthalanin-hydantoinsdure ungelést blieb. Dieses 
wurde abgesaugt, mit Alkohol ausgewaschen, darauf in wenig 
Wasser gelést und die Lésung mit Salzsiure versetzt. Die 
hierbei auftretende krystallinische Fallung wurde gesammelt 
und iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet. Ihre Menge 
betrug 0,5 g. Die Mutterlauge dieser Krystallisation wurde ein- 
geengt, der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen und die 
Lésung mit Salzsiure angesiuert. Hierbei schieden sich 0,35 g 
Substanz aus, die mit der ersten Krystallisation identisch war. 
Sie wurde mit dieser vereinigt. 

Zur Reinigung wurden die erhaltenen 0,85 g Substanz in 
255 ccm Wasser in der Siedehitze gelést. Hierbei blieb ein ge- 
ringer Teil ungelést. Dieser wurde in der Siedehitze abfiltriert 
und nochmals mit 100 ccm Wasser ausgekocht. Auch jetzt 
blieb ein geringer Teil ungelést. Nach Filtration der geringen 
Menge ungeléster Substanz wurden die vereinigten Filtrate zur 
Krystallisation aufgestellt. Die nach 48 Stunden ausgefallene 
§-Naphthalanin-hydantoinsaure wurde abgesaugt und im Vakuum 
iiber Schwefelsiure getrocknet. Ihre Menge betrug 0,64 g. 

Zur Analyse wurde die Substanz bei 100° getrocknet. Sie 
enthalt kein Krystallwasser. 


0,1161 g Substanz: CO, 0,2775 g, H,O 0,0577 g. 
0,1929 g Substanz: N 18,1 ccm (17°, 750 mm). 
C,,H,,0,N,. Ber.: C 65,11°/,, H 5,46°/,, N 10,86°/,. 
Gef.: C 65,19°/,, H 5,56°/,, N 10,87°/,. 
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Die f-Naphthalanin-hydantoinsaure krystallisiert in feinen 
verfilzten Nadeln mit schrig abgestumpften Ecken. Sie schmilzt 
unter Zersetzung zwischen 194 und 195° (unkorr.). Sie ist 
wenig léslich in kaltem Wasser, lést sich jedoch leicht in sieden- 
dem Wasser. Methyl- und Athylalkohol lésen die Substanz 
leicht auch in der Kialte. In Aceton und Ather ist die Sub- 
stanz schwer léslich. Sie ist nicht léslich auch in der Wairme 
in Essigiither, Chloroform, Schwefelkohlenstoff, Benzol, Toluol 
und Petrolither. 

Bei einer zweiten Darstellung wurden unter denselben Be- 
dingungen aus 1 g f-Naphthalanin und 2,77 g Harnstoff 0,77 g 
$-Naphthalanin-hydantoinsiure vom Zersetzungspunkt 194° und 
195° erhalten. 














Zur Frage nach der Rolle der Fermente im tierischen 
Organismus bei Einfihrung getédteter Tuberkelbacillen. 
Von 
Nina Kotschneff. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des kaiserlichen Instituts fir 
experimentelle Medizin zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 26. August 1913.) 


Um den Zusammenhang zwischen Infektion resp. Intoxi- 
kation und der fermentativen Tatigkeit im Organismus auf- 
zukliren, war es von Interesse, den EinfluB getéteter 
Tuberkelbacillen auf fermentative Prozesse_ experi- 
mentell an Tieren zu studieren. 

Die Beobachtungen einer ganzen Reihe von Forschern 
zeigen, da nicht nur lebendige, sondern auch (durch hohe 
Temperaturen oder chemische Wirkungen) getétete Tuberkel- 
bacillen bedeutende Stérungen hervorrufen kénnen, ausgedriickt 
einerseits durch pathologisch-anatomische Veranderungen, an- 


dererseits durch Intoxikationserscheinungen. 

Wir wissen, daB getétete Tuberkelbacillen bei Einfiihrung in den 
Organismus zur Entstehung von Knoten mit Riesenzellen fiihren 
(Prudden, Abel, Gamaleia, Kostewitsch, Krampechir, Engel- 
hardt u. a.) und das Bild einer chronischen Intoxikation mit Kachexie 
und Abmagerung geben und zu Marasmus fiihren kénnen. 

Clerc’) untersuchte Sera von Tuberkulésen und fand bei Menschen, 
Hunden und Kaninchen eine Abnahme des Fettspaltungsvermégens und 
der amylolytischen Energie, die in schweren Fallen sehr bedeutend war. 
Carriére*) bestatigte diesen Befund (Abnahme des Fettspaltungsver- 
mégens) und berichtet, daB bei Behandlung seiner Patienten mit Natrium- 
kakodylat eine Zunahme der Lipase stattfand. Nach den Beobachtungen 
Garniers*) ist bei akuter Tuberkulosis, die sich bei relativ gesunden 


1) Contribution & l'étude de quelques ferments solubl. du sérum 
sang. Paris 1902. 

*) Variations de la lipase a |’état norm. et patholog. Compt. rend. 
Soc. Biol. 51, 989. 

3) Compt. rend. Soc. Biol. 55. 
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Menschen entwickelt, das Fettspaltungsvermégen des Serums gesteigert, 
bei chronischer dagegen geschwiicht, und entspricht der Dauer der 
Krankheit und dem allgemeinen Zustand des Leidenden und steigt bei 
Besserung wieder. Ptibram') fand bei miliarer Tuberkulosis das Fett- 
spaltungsvermégen des Serums geschwicht. Grineff*) fand bei chro- 
nischer Tuberkulosis der Meerschweinchen das Fettspaltungsvermégen in 
allen Organen und Geweben geschwicht, wahrend andere intracellulire 
Fermente (Katalase, Amylase, Nuclease) in einigen Organen vermindert, 
in anderen vermehrt waren. Jolles*) fand den Katalasegehalt des 
Blutes bei Tuberkulosis der Menschen bedeutend herabgesetzt. 


Auf Vorschlag von Frau N. Sieber untersuchte ich den 
EinfluB injizierter getéteter Tuberkelbacillen auf die fermenta- 
tiven Prozesse im Serum und in den Organen von Kaninchen 
und Meerschweinchen. Die Fermente: Lipase, Amylase, Diastase, 
Nuclease und auBerdem das Antitrypsin wurden bei jedem Ver- 
suchstier im Serum, Katalase in defibriniertem Blut bestimmt. 

Das Blut wurde bei Kaninchen aus der Vena marg. des Ohres, 
bei Meerschweinchen mit der Spritze aus dem Herzen erhalten. 

Nachdem die Tiere nach der ersten Blutentnahme zur 
ersten Fermentuntersuchung vor Injektion der Tuberkelbacillen 
sich ca. 14 Tage erholt hatten, wurde ihnen eine Emulsion, 
die auf je 10 ccm physiologischer Kochsalzlésung 4 Platinédsen 
getéteter Tuberkelbacillen (*/,stiindiges Erhitzen bei 80°) ent- 
hielt, in die Bauchhohle einverleibt, und zwar einem jeden 
Kaninchen 2 ccm, einem jeden Meerschweinchen 1 ccm. Die 
Fermente wurden im Blute resp. Serum bei allen Tieren 
ca. alle 14 Tage bestimmt. Zur Kontrolle dienten zwei gesunde 
Kaninchen, die bei derselben Nahrung und in denselben Ver- 
haltnissen ca. alle 14 Tage auf ihren Fermentgehalt untersucht 
wurden. 

Die Injektion getéteter Tuberkelbacillen fiihrte in unseren 
Versuchen niemals zu einem letalen Ende. Die Kaninchen 
verloren in den ersten 4 bis 6 Wochen wohl an Gewicht, 
nahmen aber spiter wieder zu; bei Meerschweinchen dagegen 
wurde eine dauernde Gewichtsabnahme konstatiert. Im Gehalt 
des Hamoglobins, der Erythrocyten und Leukocyten fanden 
im Blute keine wesentlichen Verinderungen statt. Die Zahl 


1) Centralbl. f. inn. Med. 29. 
*) Arch. des sciences biol. 17, 1911. 
3) Fortschr. d. Med. 22. 
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der Erythrocyten fiel im allgemeinen von 51 Millionen auf 
49 Millionen bei 85°/, Himoglobin statt der friiheren 90°/,; 
die Zahl der Leukocyten blieb im allgemeinen unveriandert, 
hin und wieder etwas héher oder niedriger als vor der Blut- 
entnahme. 

Nach mehreren Fermentuntersuchungen wurden die Tiere 
durch Blutentnahme getétet. 


Zur Methodik. 


Das Fettspaltungsvermégen des Serums und der Organe 
wurde aus der aus einer gesittigten Monobutyrinlésung durch 
Fermentwirkung bei 4-Stunden-Thermostatversuchen (37°) frei- 
gesetzten Buttersiuremenge durch Titrieren mit ®/,,.-KOH und 
Phenolphthalein berechnet. Ein jeder Versuchskolben war von 
einem Kontrollkolben mit inaktiviertem Ferment begleitet, 
dessen Inhalt in derselben Weise titriert wurde. 

In den Organen wurde das Fettspaltungsvermégen auBer- 
dem auch stalagmometrisch in 4-Stunden-Thermostatversuchen 
(37°) bestimmt. 

Der Katalasegehalt wurde nach der Kaliumpermanganat- 
methode in 15-Minuten-Thermostatversuchen (37°) bestimmt. 

Die Amylase bestimmten wir in 24-Stunden-Thermostat- 
versuchen (37°) nach Wohlgemuth. 

Die Diastase wurde in 24-Stunden-Thermostatversuchen (37 °) 
aus der, durch Fermentwirkung aus Starkelésung entstandenen, 
nach Bertrand bestimmten Zuckermenge berechnet. 

Die Nuclease wurde im Serum und in den Organen in 
24-Stunden-Thermostatversuchen (37°) nach der optischen Me- 
thode bei Nernstlicht mit Kaliumbichromatfilter in Beobachtungs- 
rohren von 100 mm bestimmt. 

Das Serum mit der Hefenucleinnatriumlésung wurde még- 
lichst steril mit einem geringen Chloroformzusatz direkt im 
Beobachtungsrohr fiir 24 Stunden in den Thermostaten gestellt, 
und der Drehungswinkel im Anfang und nach Verlauf der 
24 Stunden bestimmt. 

Da die Organextrakte bei 24-Stunden-Versuchen eine be- 
deutende Triibung geben, wurden dieselben dauernd zentri- 
fugiert und in der doppelten Menge mit der Nucleinnatrium- 
lésung in einem sterilen Kolben mit einem geringen Chloroform- 
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zusatz versetzt; die eine Halfte des Kolbeninhalts wurde sofort 
in das Beobachtungsrohr gegossen und der Drehungswinkel 
bestimmt; der Kolben mit der zweiten Hialfte der Ferment- 
und Nucleinnatriumlésung wurde fiir 24 Stunden in den 
Thermostaten gestellt, dann wieder dauernd zentrifugiert, in das 
Beobachtungsrohr gegossen und der Drehungswinkei bestimmt. 
Das Antitrypsin wurde nach Wohlgemuth bestimmt. 


Tabelle LI. 
Lipase im Kaninchenserum. 


(Die Zahlen bedeuten die Kubikzentimeter KOH-Lésung, die zur Nen- 
tralisation der durch 1 com Serum freigesetzten Butterséiure erforderlich 









































waren.) 
| Beste Ferment- |14 Tage |28 Tage |42 Tage|70 Tage |120 Tage 
untersuchung > 3 
vor Injektion | nach der ersten Injektion 
Normales | cme 
Kontroll-Kan. VI 20,0 20,8 20,8 | 
vu} 19.2 192 | 19,2 | 
Im Durchschnitt 19,6 20,0 | 20,0 
Versuchs-Kan. I 18,8 13,6 12,8 12,8 12,8 12,0 
II 19,2 14,2 13,6 12,8 11,2 
Ill 19,2 14,4 | 9,6 11,2 12,8 
IV 18,8 16,8 | 16,0 
Vv 19,2 16,0 | 128 | 
Im Durchschnitt 192 | 150 | 12,96] 12,26] 12,26 
Abnahme des Fettspaltungs- | 
vermégens um ...... | 21,8, | 32,5, | 36,1°/,| 36,1°/, 
Tabelle II. 


Lipase im Meerschweinchenserum. 
(Bedeutnng der Zahlen s. Tab. I.) 





























Erste Ferment-| 14 Tage | 28 Tage 56 Tage 70 Tage 
untersuchung 
vor Injektion nach der ersten Injektion 
Meerschw. I 19,2 17,6 16,8 16,8 16,0 
Il 18,4 13,6 12,8 12,0 
il 16,0 15,2 14,4 
IV 20,0 17,6 | 17,6 
V 20,8 18,4 | 168 
VI 18,4 | 16,8 15,2 
Vil 17,6 168 16,0 
VIII 19,2 17,6 | 168 
Im Durchschnitt 18,7 16,7 15,8 
Abnahme des Fettspaltungs- 
vermégens um ...... 10,6°/, | 15,5°/, 
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Betrachten wir die Tabellen I und II, so sehen wir das 
Fettspaltungsvermégen des Serums bei Kaninchen und Meer- 
schweinchen geschwacht, und zwar am stirksten in den ersten 
14 Tagen nach der ersten Injektion. Bei normalen Kontroll- 
kaninchen bleibt das Fettspaltungsvermégen wiahrend der ganzen 
Zeit unverandert. 

Im Katalasegehalt des Blutes bei Kaninchen sehen wir 
keine wesentlichen Verinderungen (Tabelle III), bei Meer- 
schweinchen dagegen eine im Laufe der ganzen Versuchszeit 
stattfindende Abnahme (Tabelle IV). 


Tabelle III. 
Katalase im Kaninchenserum. 
(Die Zahlen bedeuten die durch 1 ccm defibriniertes Blut zersetzte 
Wasserstoffsuperoxydmenge in Gramm.) 























Erste Ferment- 14 Tage |28 Tage |42 Tage|70 Tage|120 Tage 
untersuchung 
vor Injektion nach der ersten Injektion 
Kontroll-Kan. VI 16,6 16,1 16,9 
VII 18,2 17,9 17,6 
Im Durchschnitt 17,4 17,0 17,2 
Versuchs-Kan. I 15,6 14,7 15,5 15,0 15,8 14,8 
II 16,5 16,3 17,0 16,8 15,4 
Ill 15,5 15,2 17,6 17,4 17,2 
IV 18,0 17,9 16,5 
V 17,6 17,7 18,2 
Im Durchschnitt 16,64 | 16,36 | 16,96 | 164 | 16,13 














Tabelle IV. 
Katalase im Meerschweinchenserum. 
(Bedeutung der Zahlen s. Tab. III.) 
































Erste Ferment- | 14 Tage 28 Tage | 56 Tage | 70 Tage 
untersuchung 
vor Injektion nach der ersten Injektion 
Meerschw. I 12,8 12,4 10,7 11,5 11,3 
II 16,9 11,8 9,4 10,7 
Ill 13,7 11,3 12,4 
IV 16,4 148 | 11,5 
V 17,1 14,2 12,8 
VI 16,3 16,1 16,9 
VII 16,6 16,4 | 148 
Vill} 17,4 148 | 181 
Im Durchschnitt 15,9 | 139 | 12,7 | 11,1 
Abnahme des Katalasegehalts | 
We heb «8 eae ee 8 12,5°/, | 20,1°/, | 80,19), 
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Tabelle V. 
Antitrypsin im Kaninchenserum. 
(Die Zahlen bedeuten die 1 ccm Serum entsprechenden Antitrypsin- 
einheiten.) 











“Erste Ferment- | 14 Tage (28 Tage 42 Tage|70 Tage | 120 Tage 


untersuchung 





























vor Injektion | nach der ersten Injektion 
o T . a T 
Kontroll-Kan. VI 166 166 166 
VII 166 166 | ~=—s-:« 166 
Im Durchschnitt 166 166 166 | 
| 
Versuchs-Kan. I 125 166 | 166 }| 250 338 500 
I 166 250 | 333 | 333 | 500 
III 125 166 250 333 500 
IV 166 333 | 500 
V 125 250 | 333 
Im Durchschnitt 141 | 233 | 316 | 305 | 444 














Zumahme um. ...... -. 


64,7), |123,7°/,| 115,9°/,| 214,2%,| 


Tabelle VI. 
Antitrypsin im Meerschweinchenserum. 
(Bedeutung der Zahlen s. Tab. V.) 





























Bate Desment- 14 Tage | 28 Tage | 56 Tage 70 Tage 
untersuchung : 2 " 
vor Injektion nach der ersten Injektion 
Meerschw. I 166 | 950 | 500 500 
II 166 6 | «250 | «500 | 500 
III 250 250 | 500 
IV 250 333 | 500 
V 333 500 500 
VI 250 500 500 
VII 250 | 500 | 500 
Vill 250 500 | 1000 
Im Durchschnitt 239 | 385 562 | 
po een ee | 61°, 135°), | 


Das Antitrypsin des Serums sehen wir bei Kaninchen und 
Meerschweinchen gesteigert (Tabelle V und VI). 

Im Amylase- und Diastasegehalt des Serums sehen wir 
bei Kaninchen eine etwas gréBere, bei Meerschweinchen eine 
unbedeutende Abnahme beider Fermente (Tabelle VII bis X). 

Die Nuclease konnte wegen Mangels an Material, resp. 
an Meerschweinchenserum, leider nur im Kaninchenserum be- 
stimmt werden und gab eine allmihliche, obwohl ziemlich ge- 
ringe Steigerung. 








SP etnnkeem tenet: 
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Tabelle VII. 
Amylase im Kaninchenserum. 
(Die Zahlen bedeuten die Kubikzentimeter der 1°/,igen Starkelésung, 
die durch 1 ccm Serum in Erythrodextrin verwandelt werden.) 
































‘Erste Ferment- |14 Tage |28 Tage | 42 Tage| 70 Tage | 1: 20 Tage 
untersuchung 
vor Injektion | nach der ersten Injektion 
Kontroll-Kan. VI 39 “39 | 39 | es 
VII 50 | 50 | 50 | 
Im Durchschnitt 44,5 | 445 | 445 j | 
} | { 
Versuchs-Kan. I 60 | 39 | 39 | 39 | 39 | 89 
iW 39 39 | 39 39 | 39 
Ul 625 | 39 | 39 | 39 39 | 
IV 39 | 39 | 39 | | 
Vv 39 | 39 | 39 | 
Im Durchschnitt 47,9 | 39 39 | 39 | 39 | 
Abnahme um..... os «| 36054 | 18,5° ly | 18,5° o| 18,5°/, | 


Tabelle VIII. 
Amylase im Meerschweinchenserum. 
iene der Zahlen s. Tab. VII.) 


























Erste Ferment- | 14 Tage | | 28 Tage | 56 Tage 70 Tage 
untersuchung 
vor Injektion | nach der ersten Injektion _ 
Meerschw. I| 325 | 200 | 200 | 200 | 200 
II 200 |; 125 | 125 200 
mi} 200 | 200 | 200 | 
IV 200 | 200 200 
Vi 200 8| 200 | 200 
VI 125 125 j 4 
vil 125 j; 125 | 12 
Vill 200 200 200 
Im Durchschnitt 195,3 | 171,8| 171, s 
DN WE sc tk ee Kus | 189%, | 12°, | 


Bei der Sektion der durch Entblutung getéteten Tiere 
wurde das subcutane Fettpolster bei Kaninchen sogar nach 
verhaltnismaBig groBer Gewichtsabnahme noch sehr reichlich 
entwickelt gefunden; Meerschweinchen zeigten keine derartigen 
Fettpolster. Herz und Lunge erschienen bei Kaninchen sowie 
auch bei Meerschweinchen unverandert. 

Die gréBten Verainderungen wurden am Pankreas be- 
obachtet und bestanden in bedeutenden Fettablagerungen und 
in einer allgemeinen Degeneration des Organs mit 3 bis 6 


makroskopisch sichtbaren erbsengroBen Knoten, die mit einem 
32% 
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Tabelle IX. 
Diastase im Kaninchenserum. 
(Die Zahlen bedeuten die Milligramm Glucose, die aus 10 com */,°/,iger 
Starkelésung durch 1 com Serum gebildet werden.) 















































Erste Ferment-|14 Tago|28 Tage |42 Tage |70 Tage|120Tage 
untersuchung Lites 
vor Injektion nach der ersten Injektion 
Kontroll-Kan. VI 70 70 65 
VII 65 65 65 
Im Durchschnitt 67,5 | 67,5 | 65 
Versuchs-Kan. I 90 70 60 60 60 65 
II 60 50 60 60 60 
Ill 110 65 60 60 60 
IV 65 60 60 
V 60 60 60 
Im Durchschnitt 77 61 60 60 60 
Abnahme um. .....-.- 20,7%, | 22°), | 22°, | 22%, 
Tabelle X. 


Diastase im Meerschweinchenserum. 
(Bedeutung der Zahlen s. Tab. IX.) 



































Erste Ferment- | 14 Tage | 28 Tage | 56 Tage | 70 Tage 
untersuchung ' 
vor Injektion nach der ersten Injektion 
Meerschw. I 205 190 170 180 180 
Il 215 140 160 190 
III 190 160 190 
IV 180 170 180 
V 170 170 180 
VI 140 130 140 
vil 140 140 140 
VIII 140 130 140 
Im Durchschnitt 172,5 153,7 | 161,2 
Abnahme um. .......- | 10,8%/, | 6,5%, | 








detritartigen Inhalt gefiillte, bindegewebige Kapseln bildeten; 
mikroskopisch wurden viele Eiterzellen, stellenweise verinderte, 
in Klumpen zusammengeballte, offenbar tote Tuberkelbacillen 
gefunden, da sie auf Kartoffel kein Wachstum zeigten und 
Meerschweinchen, denen eine aus diesen Knoten hergestellte 
Emulsion einverleibt wurde, nicht eingingen. Bei einigen Tieren 
blieben die iibrigen Organe unverindert, bei anderen wurden 
kleinere Knoten im Mesenterium, zwischen den Leberlappen 
und im Bauchfell gefunden. Leber, Milz, Niere und Neben- 
nieren hatten normales Aussehen. 
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Tabelle XI. 
Nuclease im Kaninchenserum. 
(Die Zahlen bedeuten die Differenz des abgelesenen Winkels vor und 
nach dem 24-Stunden-Versuch bei 0,5 ccm Serum und 10 ccm 2°/,iger 
Nucleinnatriumlésung.) 



































-—— Brste Ferment- |14 Tage|28 Tage |42 Tage |70 Tage| 120Tage 
untersuchung ' ' 
vor Injektion nach der ersten Injektion 
Kontroll-Kan. VI 0,82 0,81 | 0,82 
VII 0,85 0,84 | 9,84 
Im Durchschnitt 0,84 0,82 | 0,83 
Versuchs-Kan. I 0,55 0,68 | 0,75 0,75 0,78 0,82 
II 0,66 0,73 | 0,81 0,82 0,82 
III 0,48 0,65 | 0,75 0,75 0,78 
IV 0,64 0,76 | 0,81 
V 0,72 0,78 0,81 
Im Durchschnitt 0,61 | 0,72 | 0,78 | 0,77 | 0,79 | 








7 : 
Zunahme um. ....... | 18°, | 28,8°/,| 26,29, | 29,59/, | 


Das Gewicht der Kaninchen in Gramm. 























Im Anfang |14 Tage|28 Tage 42 Tage [70 Tage|120Tage 
vor ' 
Blutentnahme nach der ersten Injektion 
Versuchs-Kan. I 2595 2480 2240 2380 2387 2392 
II 2638 2490 | 2460 2590 
Ill 2740 2480 | 2410 2490 
IV 1995 1940 1980 2150 
V 1722 1690 1780 1902 
Kontroll-Kan. VI 3000 2950 2955 | 2960 
VII 3100 2850 2830 2862 3000 
Das Gewicht der Meerschweinchen in Gramm. 
Meerschw. i 950 865 720 688 680 
II 680 632 638 585 582 
III 700 612 560 540 505 
IVji: 540 512 503 490 
V 555 523 508 480 
VI 343 320 812 805 
VII 312 800 296 291 
VII 365 340 338 335 




















Bestimmung der Fermente in den Organen. 

Zu diesem Zweck wurden die Organe méglichst steril 
isoliert, zerkleinert und im Vakuumexsiccator iiber Schwefelsaure 
24 Stunden getrocknet, dann in einen zweiten Vakuumexsiccator 
iiber Chlorcalcium iibertragen und 24 bis 48 Stunden nach- 
getrocknet. Aus diesen, im sterilen Mérser verriebenen, 5 bis 6°/, 
Wasser enthaltenden, trocken genannten Organen wurden dann 
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24-Stunden-Extrakte in physiologischer Kochsalzlésung (1:50) zu 
Fermentbestimmungen hergestellt. Eines Unfalls wegen konnten 
die Organe bei 2 Kaninchen und 4 Meerschweinchen nicht 


untersucht werden. 
Tabelle XII. 
Lipase in Kaninchenorganen. 
(Titriermethode.) 


(Die Zahlen [deren Bedeutung s. Tab. I) sind auf 1g trockenes Organ 


berechnet.) 





| Pan- | 


Leber | Niere | Milz ik 
reas | 


Lunge Herz nos 
| 


ma 











rk 


| Knochen- | oe Muskel 





Gesundes 8 ” Kon- | | 





T 








Im Durchschnitt 178.3 | 164 198,6 | 81,3 116 


50,6 | 33,3 


troll-Kan. VI .| 232 | 188 | 220 | 112 | 148 | 60 | 40 | 104 68 
Versuchs-Kan.I] 168 | 144 | 184 | 92, 92 | 56 | 82 | 64 56 
IV| 164 | 176 | 204, 56 | 124 56 | 82 | 96 60 
Vi 188 | 172 | 208 | 96 | 182 40 | 36 | 64 56 
| 746 | 57,3 

| 


Abnahme d.Fett- | 
spaltungsver- | | 
moégens um. |25,3°/9 15,5 °/>| 9,7 Jp |27,4°/,21,6 °/, 








' 


Stalagmometrische Bestimmung der Lipase in denselben 


Organen. 


(1 com Organextrakt -+ 30 ccm gesittigte Monobutyrinlésung +- 1 ccm Phos- 
phatgemisch. Die Zahlen bedeuten die Tropfenzahl, die nach 4-Stunden- 
Thermostatversuchen (37°) der Tropfenzahl 100 im Anfang entsprechen.) 


14°/, |16,7%o| 28,2%» | 15,7% 








Kontr.-Kan. VI] 90,3 | 92,4 | 909 95,5! 94,4! 968! 988] 958 | 97,5 
Versuchs-Kan. I] 94,4 | 95,5 | 92,4 | 97,5 | 97,9 | 99,0| 988] 968 | 98,9 
IV] 94,4 | 93.4/ 91,7| 982/| 958 99,0 | 988 | 96,2 | 92.2 
v| 924 | 945 | 915 | 972) 955| 989/ 990] 972 | 94'4 
Im Durchschnitt | 93,7 | 94,4 | 91,8 | 97,6 | 97,0 | 98,9 | 988] 96,7 | 96,8 





Tabelle XIII. 
Lipase in Meerschweinchenorganen. 
(Titriermethode.) 
(Bedeutung der Zahlen s. Tab XII.) 











‘Lange Herz \Gehirn Musk 














Leber | Nie | Milz an | Pan- "| el 
i Normales Sy CLE ts ree ee er ¥ & a 7 
Meerschweinchen . | 244 204 164 | 228 196 96 | 60 | 84 
I | 282 | 192 | 152 | 208 | 148 84 54 | 64 
IV | 164 | 178 | 148 | 192 ,; 104 | 68 60 | 68 
VII | 148 | 168 | 140 | 148 | 144 | 72 | 60 , 60 
VIII | 152 | 140 | 156 | 144 | 178 | 64 54 | 64 
Im Durchschnitt . | 174 | 169,5| 149 | 173 | 143,5| 72 | 57 | 64 
Abnahmed.Fettspal- | ae 
tungsvermégens um /28,6 o0| 16,9°/,, 9, 19), ‘24, 5 9 4 26,7 7%, 12 lo | 5%, | 23,9°/, 
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Tabelle XIII (Fortsetzung). 








Pan- 


| | 
ae 
kreas Lunge| Herz Gehirn) Muskel 


Leber | Niere| Milz 





Stalagmometrische Bestimmung der Sianen, 


Normales | 
Meerschweinchen . | 81,1 88,6 | 96,2 | 90,3 | 94,9 | 95,8 | 96,8 | 97,2 
I | 900 | 94,5 | 955 |} 90,3 | 944) 97,9 | 99,1 97,9 
VI | 91,5 | 90,3; 94,8 | 90,6 | 95,8 | 96,8 | 97,5 98,6 
VII | 95,0; 94,4 > 94,8 906) 945 | 95,8 | 97.2 | 98,9 
VIII | 94,8 | 95,5 94,8 | 90,9 | 97,2 | 96,8 | 96,8 | 98,6 











Tabelle XIV. 


Katalase in Kaninchenorganen. 


(Die Zahlen [deren Bedeutung s. Tab. III] sind auf 1g trockenes Organ 
berechnet.) 





a a ae 
ona Muskel 


| Pan- | Herz | Lange Gehirn| 





> J | | 
Leber | | Niore | 2 Milz fwd 











Kontr.-Kan. VI 24,96 25,12 96 464 2.68 | 6,96 230 | 848 | 2,64 








I | 23,36 | 23,68; 88 | 3,36! 2,30 | 352 2,24 4,16 | 1,60 
IV | 22,80 | 23,44 9,6 | 1,28 | 1,92 | 3,04 | 2,08 5,28 | 2,48 
V | 24,16 | 24,86) 944} 1,76! 268 5,76 | 2,50 848 | 2,50 








Im Durchschnitt | 23,44 | 23,99 | 9,28 | 2,13 | 2,30 | 4,10 | 2,27 | 5,97 2,19 


Tabelle XV. 
Katalase in Meerschweinchenorganen. 


(Bedeutung der Zahlen s. Tab. XIV.) 








——— 
Leber | Niere | Milz  iroes | Herz |Lunge Gehirn Muskel 





Gesund. Meerschw. 21,92 21,44 14,08 | 8,32 | 12,80 | 18,40/| 2,24 | 9,60 


I] 18,88 | 18,40 | 12,96 | 4,80 11,52 | 16,30} 2,08 | 8,80 
VI} 20,96 | 20,48) 7,44! 3,20) 9,12} 13,12/ 2,08] 9,60 
VII } 20,64 | 20,48 | 13,76 | 8,80 | 8,64] 17,76! 2,24 7,68 
VIII} 18,08 | 17,92 | 13,60 | 6,96 | 11,52 | 12,44; 2,08 | 8,80 


Im Durchschnitt . | 19,64 | 19,32 | 11,94 5,94 | 10,20 16,15 | 2,12 | 872 
Abnahme um . . |10,4°/,| 9,4%/, 15,1, 28,6°/, |20,3%/,|12,8%/,| 5,3, | 9,1%, 
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Tabelle XVI. 
Antitrypsin in Kaninchenorganen. 
(Die Zahler ‘deren Bedeutung s. Tab. V] sind auf 1 g trockenes Organ 

































































berechnet.) 
“ _ . Pan- . 

Leber} Niere| Milz ion ‘Lunge| Herz |Gehirn| Muskel 
Gesund. Kaninchen} 833 | 833 | - 883 | 769| 833| 769] 833| 769 
I] 1250 | 1250 | 1666 | 833 | 1250 | 838 | 1250 / 1250 
IV | 1666 | 1666 | 2500 | 1250 | 1666 | 1250 | 1666 | 1666 
V | 1250 | 1250 | 1250 | 832/| 1250!| 769/| 8383| 769 
Im Durchschnitt 1368 | 1368 | 1805 | 972 | 1386 | 950,6 |1249,6| 1228,3 
Zanahme um. . . |66,3°/,|66,3°/,|115,4°/, 26,3°/, 66,8°/,|23,6°/,| 50°, | 59,7°/, 

Antitrypsin in Meerschweinchenorganen. 
Gesund. Meerschw. | 833! 833 1250 | 769 | 833! 769 | 769 | 769 
I | 1250 | 1250 | 1666 | 833 | 1250| 769 | 769 | 769 
VI | 1250 | 1250 | 1666 | 833 | 1250| 833 | 833 | 833 
VII | 1250 | 1250 | 1250 | 833 | 883 | 769 | 769 | 833 
VIII | 1250} 833 1250 | 769 | 1250 | 833 | 769 | 883 
Im Durchschnitt .| 1250 |1145,7| 1458 | 817,7 |1145,7/ 801 | 785 | 817,7 
Zunahme um. . .| 50°, |37,5°/,| 16,6°/, | 6,3°/, |37,5%o| 4,19/,| 2% | 6,3°%, 





Tabelle XVII. 
Amylase in Kaninchenorganen. 
(Die Zahlen [deren Bedeutung s. Tab. VII] sind auf 1 g trockenes Organ 












































berechnet.) 

Leber | Niere | Milz — 'Lunge Herz |Gehirn| Muske | 

Gesund. Kaninchen | 3125 | 500 | 312,5| 500 | 312,5| 83,3 | 62,5 | 125 

I }125 | 312,5/ 250 | 312,5 | 250 | 83,8 | 41,6 | 125 

IV | 88 |250 | 125 | 250 /125 | 50 | 250! 73,8 

V | 83 |125 | 88 |125 | 8 | 50 | 416 | 62,5 

Im Durchschnitt . | 97 | 229,16] 152,6 |229,16| 152,6| 61,1 | 36,06| 52,76 
Abnahme um. . . |72,1°/,/54,1°/, 51,1°/, |54,1°/, |51,1°/, (26,6 °/, |42,3°/,| 57,7°/, 


Amylase in Meerschweinchenorganen. 























Gesund. Meerschw. | 312,5 | 312,5| 250 | 500 | 312,5|250 | 41,6 | 125 
1/250 | 250 | 250 | 3125 | 250 |125 | 41,6 | 125 

VI} 250 | 125 [125 | 250 | 83,5] 62,5| 41,6| 83 

VIE} 125 |125 [125 | 250 |125 | 88 | 41,6 | 125 

VIII | 73 | 125 | 125 | 250 |125 | 83 | 41,6 | 125 

Im Durchschnitt 145,7 | 156,2 | 156,2 | 265,6 | 146,2| 88,3] 41,6 | 1145 
Abnahme um. . . |58,3°/,|50,8°/,|37,5°/, |48,6°/,|53,2°/, |64,6°/,| idem | 8,4°/, 
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Tabelle XVIII. 
Diastase in Kaninchenorganen. 


(Die Zahlen [deren Bedeutung s. Tab. IX] sind auf 1 g trockenes Organ 
berechnet.) 








Leber | Niere | ‘Pan- 


Milz | fens |Lunge| Here (Gehirn Muskel 
| 


Gesund. Kaninchen | 260 280 290 | 290 | 270 | 210 | 160 | 210 


I] 220 | 260 | 280 | 270 | 230 | 200 | 150 | 210 
IV] 230 | 220 | 250 | 280 | 220 | 200 | 160 | 200 
Vi 210 | 260 | 280 | 270 | 200 | 180 | 150 190 


Im Durchschnitt . | 220 | 246,6 | 253,3 | 273,83 | 216,6 | 193,38 | 158,3| 200 
Abnahme um. . . [15,3°/,/11,3°/,|12,6/,| 5,7, |19,7%9| 7,9%o | 41%) | 5% 


























Diastase in Meerschweinchenorganen. 


Gesund. Meerschw. | 290 | 280 | 260 | 260 | 220 | 200 | 190 220 
I} 240 | 200 | 270 | 230 | 150 | 200 | 170 210 
VI} 190 | 240 | 200 | 180 | 200 | 200 | 180 200 


| 
| 
Vit] 250 | 200 | 260 | 240 | 130 | 190 | 200 | 220 








Vill] 260 | 230 | 250 | 250 | 190 | 180 | 200 | 200 
Im Durchschnitt . | 235 | 217,5| 245 | 225 | 167,5 | 192,5 | 187,5| 207,5 
Abnahme um. . . [22,4°/,/22,39/,| 5,7, |13,4°/5|23,8%/o| 3,7 | 1,3% | 5,6%, 











Tabelle XIX. 
Nuclease in Kaninchenorganen. 


(Bedeutung der Zahlen s. Tab. XI bei 2 com Organextrakt [1:50] und 
10 com 2°/,ige Nucleinnatriumlésung.) 








Niere | Milz | Poe | |Lunge| Herz Gehirn| Kocher | Muskel 





Leber | 











Gesund. Kan. .| 0,64 | 0,8 rE 1,18 | 0,50! 096 | 047| 0,54] 1,20 | 0,40 
I] 1,07 | 1,3 | 1,28] 0,68 | 1,06 | 0,56 oat | 1,29 | 0,51 
| 92 | 
| 





IV | 0,95 | 0,99 | 1,09 | 0,99 | 0,78 | 0,97 1,31 | 0,53 

Vi 0.75) 11 | 135 | 1,01 | 0,96 | 0,52| 0,54 1,32 | 0,50 

Im Durchschnitt | 0,92 | 1,13 | 1,58 | 0,92 | 1,00 | 062| 069/ 1,30 | 0,51 

Zunahme um . [43,7°/,|41,2°/,|83,8/,| 84°, | 4,1, 31,9°/,|27,99/,| 8,8, | 27,5%, 
Nuclease in Meerschweinchenorganen. 
Gesundes Meer- | | | | 

0,50 0,62 




















schweinchen .} 0,72 | 0,95 | 0,63 | 0,71 | 0,78 | 061) — 
I} 0,93 | 1,24) 1,15| 1,08 | 1,18) 1,08| 1,15) — 1,08 
VI} 0,88 | 1,19 | 1,20 | 0,88 | 0,99 | 081 | 0,73); — 0,78 
VII} 0,92 | 1,06 | 1,19 | 0,95 | 1,02 | 0,78 | 0,68; — | 0,78 
VIII} 0,78 | 1,16 | 1,11) 1,02} 1,08] 098] 101) — | 0,94 
Im Durchschnitt | 0,87 | 1,16 | 1,16 | 1,00 | 1,06 0,91 | 0,89 | — | 0,88 
Zunahme um_ . |20,8°/, 22,1, |84,1°/, |82,3°/, 35,8/,| 82°, |45,9%/,| — | 41,9%, 
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Zusammenfassung. 

Bei Kaninchen und Meerschweinchen verursachte die Ein- 
fiihrung getéteter Tuberkelbacillen eine Abnahme des Fett- 
spaltungsvermégens des Serums und der Organe und eine 
Steigerung des Antitrypsins und der Nuclease im Serum und 
hauptsichlich in den Organen. 

Die katalytische Energie des Blutes und der Organe war 
nur bei Meerschweinchen herabgesetzt. 

Im Amylase- und Diastasegehalt des Serums und der 
Organe fand eine geringe Abnahme statt. 
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Studien iber Methylglyoxalbildung. 
Von 
C. Neuberg und W. Oertel. 


(Aus der chemischen Abteilung des Kgl. Tierphysiologischen Instituts 
der Landwirtschaftl. Hochschule, Berlin.) 


Die glatte Vergirbarkeit der Brenztraubensaiure und 
ihre verschiedenen physiologischen Umwandlungen sowie die 
biologische Bedeutung des zu ihr gehdrigen Aldehyds, des 
Methylglyoxals, haben das Interesse fiir beide Substanzen 
vom tier- wie pflanzenphysiologischen Standpunkte aus erregt’). 
Insbesondere fiir den ProzeB der alkoholischen Garung haben 
Neuberg und Kerb”) dargelegt, da®B alle Abbauphasen des 
Hexosemolekiils, die vor der Brenztraubensiuregérung liegen, 
im weitesten Sinne nur Hydrolysen und Umlagerungen dar- 
stellen, wihrend der wesentliche Vorgang, die ZerreiBung der 
Kohlenstoffkette in C,- und C,-K6rper, sich in der C,-Reihe 
abspielt, wo ihn im Falle der alkoholischen Girung das Ferment 
Carboxylase bewirkt. Auch fiir den Tierkérper sind eine Reihe 
von Vorgingen bekannt geworden, die ein einigermaBen klares 
Bild vom Schicksal der 3-Kohlenstoffverbindungen geben. 

Sehr wenig ist jedoch tiber den Mechanismus jener Pro- 
zesse erkundet, die in der Natur den Ubergang von 6-Kohlen- 
stofizuckern in die auf dem Ab- und Umbauwege gelegenen 
3-Kohlenstoffkérper hervorbringen. 

Von diesen Gesichtspunkten aus haben wir zuniachst Studien 
iiber die Bildung von Methylglyoxal in vitro begonnen. 

Im Jahre 1898 hat zuerst G. Pinkus*) durch Einwirkung 
von Natronlauge auf Traubenzucker in Gegenwart von 

1) Die gesamte Literatur siehe bei C. Neuberg, Die Garungsvor- 
ginge und der Zuckerumsatz der Zelle. Monogr. Jena 1913, bei G. Fischer. 


*) C. Neuberg und Joh. Kerb, diese Zeitschr. 53, 418, 1913. 
8) G. Pinkus, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 31, 31, 1898. 
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Phenylhydrazin Methylglyoxalosazon erhalten. Zwar war Pinkus 
der Meinung, da8B dieses Osazon aus intermediir auftretendem 
Acetol hervorgehe, allein Nef und A. Wohl’) haben dargelegt, daB 
man direkt das Methylglyoxal als Muttersubstanz des Osazons be- 
trachten muB. Auch beim Destillieren von Traubenzucker- 
lésungen mit einem schwachen Alkali, z. B. mit Zinkcarbonat, 
bzw. beim Kochen mit Zinkstaub (bzw. ZnO) und nachtraglicher 
Destillation hieriiber gewann W. Loeb*) Methylglyoxalosazon 
liefernde Destillate. Neuerdings haben fiir solche Destillations- 
versuche Dakin und Dudley*) an Stelle der Zinkverbindungen 
phosphorsaures Natrium verwendet. 

Die Ausbeute an Derivaten des Methylglyoxals ist iiberall 
minimal gewesen — auBer in den Versuchen von Pinkus. 
Denn dieser Autor hat zuerst das wichtige Prinzip zur An- 
wendung gebracht, die Spaltung des Glucosemolekiils in Gegen- 
wart von Phenylhydrazin vorzunehmen, so entstehendes Methyl- 
glyoxal direkt abzufangen und niederzuschlagen. 

Unter Verwendung dieses Prinzips von Pinkus haben wir 
nun die Entstehung von Methylglyoxal aus verschie- 
denen Zuckerarten unter Verwendung solcher Alkalien unter- 
sucht, die eher einen Vergleich mit den natiirlichen Verhalt- 
nissen zulassen als die von Pinkus verwendete Natronlauge. 
Wir haben schon friiher angegeben‘), daB die schwachen 
Alkalien, wie Natriumcarbonat, Natriumbicarbonat sowie Di- 
natriumphosphat, hierzu geeignet sind und geben im folgenden 
eine Ubersicht iiber die wichtigsten einschligigen Versuche. 


A. Versuche mit Glucose. 


1. 9 g Glucose wurden in 500 ccm ™/,,-Sodalésung unter 
Zugabe von 16,5 ccm Phenylhydrazin gelést und in einem Rund- 
kolben mit Steigrohr 9 Stunden lang im Wasserbade erhitzt. 
Dabei beginnt alsbald die Ausscheidung gelber Flocken, die sich 
mit dliger Substanz am Boden zusammenballen. Nach der an- 

1) A. Wohl, diese Zeitschr. 5, 55, 1907. 

*) W. Loeb, diese Zeitschr. 12, 78 u. 466, 1908. 

’) H. D. Dakin und H. W. Dudley, Journ. of Biolog. Chem. 15, 
Juliheft 1913. 

*) C. Neuberg im Handbuch der Biochemie, Erginzungsband 1913, 
S. 572; eimgegangen bei der Redaktion d. Handb. d. Biochem. am 
27. Februar 1913. 
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gegebenen Zeit wurde die Prozedur unterbrochen und der gesamte 
Niederschlag nach volliger Abkiihlung abfiltriert, was leicht von- 
statten ging. Die Fallung wurde mit kaltem Wasser mehrfach 
ausgewaschen und an der Luft getrocknet. Rohausbeute: 10 g. 

Das Trocknen der Rohsubstanz ist schon deshalb erforder- 
lich, weil sich die anhaftende Schmiere nur in diesem Zustande 
in befriedigender Weise entfernen la8t. Zu diesem Zwecke lost 
man in méglichst wenig wasserfreiem Methylalkohol (auch ab- 
soluter Athylalkohol ist brauchbar) in der Wirme, filtriert und 
laBt die tiefbraune Lésung bedeckt in der Kilte stehen. Dabei 
scheiden sich dicke Krusten aus, die nach dem Absaugen gelb 
sind und durch 2 malige Krystallisation aus siedendem Benzol 
leicht rein erhalten werden. Die so gewonnene Verbindung 
bildet derbe hellgelbe Krystalle vom Schmelzpunkte 145° und 
stellt nach der Analyse reines Methylglyoxalosazon dar. 

0,0960 g Substanz: 19,0 cem N (22°, 758 mm). 
0,1206 » ” : 0,3166 g CO,, 0,0684 g H,O. 
CH, .C :(N.NHC,H,).CH: N.NHC,H, ==C,,H,,N,. 
Ber: C=71,43, H=6,35, N—22,22°). 
Gef.’): C= 71,62, H=6,30, N= 22,41°%,. 

2. Ein ganz entsprechender Versuch wurde mit einer Loésung 
von 9g Glucose und 16,5ccm Phenylhydrazin in 500 ccm ™/,-Na- 
triumbicarbonat angestellt. Nach 9 stiindiger Erwarmung im 
Wasserbade und darauf folgender Abkiihlung wurde der ent- 
standene Niederschlag auf einem Filter gesammelt und wiederum 
an der Luft getrocknet. Rohsubstanz: 8 g. Durch die sub 1 er- 
wahnte Behandlung mit Methylalkohol und Benzol wurde auch 
hier reines Methylglyoxalosazon vom Schmelzpunkte 143° erhalten. 

0,1206 g Substanz: 23,8 ccm N (19°, 754 mm). 
C,,;H,.N,: Ber.: N = 22,22°/,; gef.: N = 22,49°/,. 

3. Ein Gemisch von 9 g Glucose, 16,5 ccm Phenylhydrazin 
und 500 ccm ™/,,-Dinatriumphosphat wurde 9 Stunden im 
Wasserbade erwirmt. Die Ausbeute an hier sehr wenig ver- 
schmierter Substanz belief sich auf 3 g nach dem Trocknen an 
der Luft. Die weitere Verarbeitung zeigte, daB hier ein Ge- 


1) Einen zu hohen C-Gehalt, wie ihn Pinkus beobachtete, haben 
wir nicht gefunden; durch die vorangehende Behandlung mit Holzgeist 
sind anhaftende Verunreinigungen offenbar entfernt worden. 








498 C. Neuberg und W. Oertel: 


misch von zwei Substanzen vorlag, was sich durch Aussehen 
und Verhalten leicht zu erkennen gab. Der erste aus Methy]l- 
alkohol erhaltene Krystallanschu8 lést sich namlich nur teil- 
weise in heiBem Benzol. Die erste Krystallisation aus diesem 
Lésungsmittel schmilzt bei 160°; nach abermaligem Umkrystalli- 
sieren stieg der Schmelzpunkt auf 175° und erreichte durch 
eine dritte Krystallisation aus Benzol 199°. 

Diese Fraktion hatte die Eigenschaften von gewodhnlichem 
Glucosazon. 

Behandelt man dagegen den ersten Krystallanschu8 aus 
der methylalkoholischen Lésung der Rohsubstanz nach dem Ab- 
saugen und Trocknen mit nicht zu viel wasserfreiem Aceton, 
so geht ein betrichtlicher Teil der gelben Krystalle in Lésung. 
Auf Zusatz des gleichen Volumens Wasser scheidet sich ein 
gelber amorpher Niederschlag aus, der nochmals mit Aceton 
aufgenommen wird. Aus der filtrierten Acetonlésung erhalt 
man durch Wasserzusatz abermals eine Fallung, die, aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert, nunmebr leuchtend hellgelbe 
Krystalle') von Methylglyoxal liefert. Schmelzpunkt 147 bis 148°. 


B. Versuche mit Fructose. 

Im Sinne der Anschauungen Lobry de Bruyns und 
Alberda van Ekensteins entsteht bei der Behandlung von 
Glucoselésungen mit schwachem Alkali stets Fruchtzucker, und 
dieser ist bekanntlich gegen die verschiedenen Eingriffe viel emp- 
findlicher, also reaktionsfahiger als der Traubenzucker. Daher war 
zu erwarten, daB Fructose recht leicht Methylglyoxal liefern 
wiirde. Das ist tatsichlich der Fall und offenbart sich darin, 
daB die Abscheidung des Methylglyoxalosazons schneller eintritt. 

Die Mengenverhialtnisse und die Aufarbeitung waren genau 
dieselben wie bei den entsprechenden Versuchen mit Trauben- 
zucker, nur wurde die Erwarmungsdauer eben wegen der gréBeren 
Reaktionsfahigkeit auf nur 7 Stunden bemessen. 


1) Methylglyoxalosazon krystallisiert aus Alkohol und Benzol schein- 
bar in verschiedenen Formen. Aus Alkohol erhalt man feine, hiaufig 
biischelférmig angeordnete Nadeln vom Schmelzpunkt 147 bis 148°, aus 
Benzol scheiden sich bei langsamer Krystallisation massige harte Ge- 
bilde ab, die wie Geldbriefkouverts aussehen und bei 143 bis 144° 
schmelzen. Durch Vertauschung der Lésungsmittel kénnen beide Krystall- 
formen ineinander iibergefiihrt werden. 
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4. 9g Fruchtzucker, 500 ccm ™/, ,-Sodalésung sowie 16,5 com 
Phenylhydrazin lieferten bei der gemeinsamen Erwirmung im 
siedenden Wasserbad innerhalb 7 Stunden 9,7 g lufttrockene 
Rohsubstanz, aus der durch Behandlung mit Methylalkohol 
und Benzol reines Methylglyoxalosazon erhalten wurde. Schmelz- 
punkt 144,5°. 

0,1008 g Substanz: 20,0 eem N (23°, 749 mm). 

C,,H,.N,: Ber. N = 22,22°/,; gef. N= 22,04°/,. 


5. Aus 9 g Fructose, 16,5 com Phenylhydrazin sowie 500 ccm 
m/,-Natriumbicarbonatlésung: 11,4 g Rohsubstanz. Das daraus 
erhaltene Methylglyoxalosazon schmolz (aus Benzol umkrystalli- 
siert) bei 143°. 

0,1183 g Substanz: 23,3 com N (18°, 757 mm). 

C,,H,,.N,: Ber. N= 22,22°/,; gef. N = 22,64°/,. 


6. Der Versuch mit 9 g Fruchtzucker, 16,5 ccm Phenyl- 
hydrazin und 500 cem ®/,,-Dinatriumphosphatlésung ergab 
4,8 g recht reine Rohsubstanz, die auch hier ein Gemisch 
zweier Verbindungen darstellte. Die Trennung geschah genau 
wie sub 3. Das erhaltene Methylglyoxalosazon schmolz nach 
Krystallisation aus Alkohol bei 147°. 

0,0863 g Substanz: 17,1 ccm N (23°, 758 mm). 

C.sHieN,: Ber. N= 22,22°/,; gef. N == 22,29°/,. 


Erhitzt man die nach 9 bzw. 7stiindigem Erwarmen er- 
haltenen Filtrate von der Rohsubstanz wiederum im Wasserbade 
am Steigrohr, so gewinnt man sowohl in den Ansitzen mit 
Glucose als mit Fruchtzucker eine zweite Krystallisation; allein 
dieselbe ist meist stark verharzt, so daB ihre Aufarbeitung 
nicht recht verlohnt. AuBerdem mischt sich spiter bei den 
Versuchen mit Dinatriumphosphat mehr hochschmelzendes Osazon 
bei. Wir haben versucht, durch Vornahme der Erwarmung im 
Wasserstofistrome die Bildung schmieriger Substanzen hintan- 
zuhalten; jedoch war der Erfolg nur gering. 

Die haufig starke Verharzung erschwert natiirlich die Iso- 
lierung des Methylglyoxalosazons, indem betrachtliche Mengen 
gerade in der ersten methylalkoholischen Mutterlauge verbleiben 
und daraus nur bei langem Stehen spirlich auskrystallisieren. 
Von der Aufarbeitung dieser tief dunklen Mutterlaugen wie auch 
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der benzolischen Mutterlaugen haben wir abgesehen. Daher 
laBt sich die wahre Ausbeute an Methylglyoxalosazon nicht 
genau angeben; im besten Falle erhielten wir bei der an- 
gegebenen einfachen Arbeitsweise 3 g aus 9 g Fruchtzucker. 

Die Bildung von Methylglyoxalosazon aus Hexosen laBt 
sich auch bei Kérpertemperatur erreichen, wenn man die er- 
wihnte Behandlung mit Alkalien im versehlossenen Gefi8 im 
Brutschrank vor sich gehen lat; allein das Methylglyoxalosazon 
entsteht dabei nur langsam und in geringer Ausbeute. Auch beim 
Kochen in wiisserig-alkoholischer Lésung gelangt man zum 
Methylglyoxalosazon, doch unterbleibt auch hier die Verharzung 
nur dann, wenn viel Alkohol zugegeben wird und also reichlich 
Osazon verloren geht. 


C. Versuch mit Mannose. 


Vorlaufig ist nur 1 Versuch mit Natriumcarbonat und 
d-Mannose méglichst quantitativ durchgefiihrt. Aus 3 g des 
Zuckers wurden 0,25 g analysenreines Methylglyoxalosazon vom 
Schmelzpunkt 143° abgeschieden. 


D. Einfache Demonstration der schnellen Bildung von Methyl- 
glyoxal aus Hexosen. 

Man lést 3 g Krystallsoda in einem Jenenser Kolben in 
100 cem siedendem Wasser und gibt 3,3 ccm Phenylhydrazin 
sowie 2 g Glucose oder viel besser 2 g Fruchtzucker hinzu. Nach 
Versenken des Kolbens in ein siedendes Wasserbad hat sich 
nach etwa 3 bis 5 Minuten ein charakteristischer Farbenumschlag in 
Orange vollzogen. Nach 5 bis 10 Minuten sind flockige gelbe 
Abscheidungen von Methylglyoxalosazon im Kolben vorhanden. 


Das Methylglyoxal steht zu den zurzeit wichtigsten inter- 
mediaren Produkten des physiologischen Kohlenhydratumsatzes, 
zur Brenztraubensiure und zur Milchséure, in nachster Be- 
ziehung. Daher sollen die Versuche iiber die Bildungsweise 
dieser Substanz auch auf andere Zuckerarten und auf die 
Wirkungsweise anderer Agenzien als der vorstehend erwahnten 
ausgedehnt werden. Das Hauptziel bleibt freilich die Auf- 
findung von Enzymen, die den Ubergang von Substanzen der 
C,- in die C,-Reihe vermitteln. Solche biologischen Agenzien 
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sind z. B. unzweifelhaft im Hefemacerationssaft vorhanden, wo 
sich ihre Existenz indirekt durch Abtrennung der auf die 
C,-Korper wirkenden Carboxylase nachweisen 1aBt. 


Anhang. 


Im Zusammenhang mit den vorstehenden experimentellen Daten 
méchte ich auf einige historische und sachliche Ungenauigkeiten in den 
Arbeiten einiger anderer Autoren hinweisen, die sich auf ahnlichem Ge- 
biete bewegen. 

Im Jahre 1904 hat zuerst J. U. Nef') der Méglichkeit gedacht, 
daB Methylglyoxal intermediir bei der Umwandlung der Hexosen in 
Milchsaure auftrite. 1905 hat A. Wohl*) eingehend die Frage erdrtert, 
ob Methylglyoxal auch ein Zwischenprodukt der alkoholischen Girung 
darstelle. Sobald das Methylglyoxal zuginglich geworden war, hatte ich 
P. Mayer®) zu Versuchen iiber die Vergirbarkeit veranlaBt. P. Mayers 
Versuche mit lebender Hefe und solche von E. Buchner und J. Meisen- 
heimer‘*) mit HefepreBsaft sind bekanntlich negativ ausgefallen, und 
unter dem Einflusse dieser Befunde ist dann die Methylglyoxaltheorie 
fiir die Deutung physiologischer Prozesse aufgegeben und von Nef) 
auch fiir die Erklarung rein chemischer Vorgange ausdriicklich zuriick- 
gezogen worden. 

Sofort bei der Entdeckung der Brenztraubenséuregirung habe ich °) 
auf den Umstand hingewiesen, daB die Umlagerungsprodukte des 
Methylglyoxals nach Cannizzaro, deren eines ja die Brenztrauben- 
sdure ist, eine physiologische Bedeutung besitzen. In zahlreichen Arbeiten 
haben meine Mitarbeiter und ich diese Verhiltnisse betont, und ich habe 
auch das Methylglyoxal zum Mittelpunkt eines neuen Garungsschemas’) 
gemacht, das der Auffindung der zuckerfreien Garung sowie den daran 
sich kniipfenden Befunden der letzten Jahre Rechnung trigt. Angekiin- 
digte Garversuche*) mit Methylglyoxal sind in Riicksicht auf den Vor- 
behalt A. v. Lebedews’®) unterblieben. 

Das Verhalten des Methylglyoxals und seiner Umwandlungsprodukte 
nach Cannizzaro zu tierischen Zellen haben in meinem Laboratorium 


1) J. U. Nef, Annal. 335, 247, 1904. 

*) A. Wohl, diese Zeitschr. 5, 45, 1907. 

3) P. Mayer, diese Zeitschr. 2, 435, 1906/1907. 

4) E. Buchner und J. Meisenheimer, Ber. 39, 3201, 1906. 

5) J. U. Nef, Annal. 357, 214, 1907. 

*) C. Neuberg, Sitzung der physiol. Ges, 1910/1911; diese Zeitschr, 
31, 171, 1911. 

7) C. Neuberg in Oppenheimers Handb. d. Biochem., Erganzungs- 
band 1913, S. 581, 582, 609; der Redaktion des Handbuchs zugegangen 
am 27. Februar 1913. 

*) C. Néuberg, diese Zeitschr. 49, 503, 1913. 

%) A. v. Lebedew und N.Griaznoff, Ber. 45, 3268, 1913. 
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M. Tschernorutzki'), P. Mayer®) sowie ich selbst*) in Angriff ge- 
nommen. Die zuletzt erwahnte Arbeit ergab, daB tierische Gewebe 
Methylglyoxal zu Milchséure hydratisieren konnen. 

Daher entspricht die Darstellung, die H. D. Dakin und H. W. 
Dudley in mehreren jiingst erschiencnen Arbeiten von diesem Gegen- 
stande gaben, keineswegs den tatsichlichen Verhiltnissen. Besonders 
aber méchte ich eine Bemerkung von Dakin und Dudley zuriick- 
weisen, die mir durchaus unpassend erscheint. Sie schreiben‘): ,,Since 
the appearance of our first communication on glyoxalase, an undated 
paper by Neuberg has appeared (Biochem. Zeitschr. 49, 502, 1913) in 
which the conversion of methyl glyoxal into lactid acid is described.“ 
Die betreffende first communication von Dakin und Dudley liegt nun in 
Form einer 6'/, Zeilen langen Anmerkung im Mirzheft®) des Journ. 
of Biolog. Chem. vor. Im Monat Marz erschien aber auch meine Arbeit®) 
in dieser Zeitschrift. Wenn meine Mitteilung ,undated“ — ohne Eingangs- 
datum — ist, so diirfte sich Herr Dakin durch einen Blick davon 
iiberzeugen, daB ich die Gewohnheit anderer deutscher Redakteure teile, 
die eigenen Arbeiten nicht zu datieren! Trotzdem ist meine Mitteilung 
gleichzeitig mit der von Dakin und Dudley erschienen. Ihre Er- 
gebnisse habe ich aber schon Ende Februar in dem mehrfach er- 
wahnten Beitrag zum Handbuch der Biochemie der Redaktion dicses 
Handbuchs bekannt gegeben, also einen Monat bevor das Mirzheft 
des Journ. of Biolog. Chem. in Europa eintreffen konnte. 

Daraus diirfte wohl klar hervorgehen, da8 meine Untersuchungen 
von denen der amerikanischen Autoren durchaus unabhangig sind. 

Sachlich ist noch folgendes zu bemerken. Das Enzym, das die 
Umwandlung von Methylglyoxal in Milchsiure bewirkt, ahnelt nach 
meinen Ausfiihrungen in seinen Eigenschaften und seiner Wirkungsweise 
der bekannten Aldehydmutase. Durchgreifende Unterschiede von 
dieser sind nicht offenbar geworden. Es liegt daher bislang keine Ver- 
anlassung vor, das Ferment als Vertreter einer neuen Gruppe zu betrachten, 
wie es Dakin tut. Besonders ist aber der von Dakin gewihlte Name 
»Glyoxalase“ héchst ungliicklich, da gerade das Glyoxal bisher nicht 
nachweisbar beeinflu8t wird. ZweckmaBiger erscheint daher mein Vor- 
schlag (1.c.), das Enzym den Aldehydasen anzureihen und es vorlaufig 
Ketonaldehydmutase zu benennen, da diese Bezeichnung nichts 
prajudiziert. 

Neuerdings gaben nun Dakin und Dudley’) an, aus Milch- 
siure Methylglyoxal unter dem Einflu8 von p-Nitrophenylhydrazin, 


1) M. Tschernorutzki, diese Zeitschr. 48, 486, 1912. 

*) P. Mayer, diese Zeitschr. 40, 441, 1912; 49, 486, 1913; 55, 1, 1913. 

8) Diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913. 

*) Journ. of Biolog. Chem. 14, 557, 1913. 

5) Journ. of Biolog. Chem. 14, 157, 1913; Tag der Ausgabe ist nicht 
angegeben. 

®) Diese Zeitschr. 49, 502, 1913. 

*) Journ. of Biolog. Chem. 15, 130, 1913. 








C,H. 
CH, 
schie 
gani: 
mit 

in vi 
Argi 
bzw. 
Gruy 


aufw 


ange 
zum 

vollk 
niss: 
acht 

aktiv 
die t 
Lésu: 


logisc 
trete! 





mit ¢ 
konst 
Wahr 
und | 
Inter 
Biolo 
scheir 
versu 
gaber 
aquiv 
Expe' 
logisc 
Befur 
im F 
komn 
ander 





Studien iiber Methylglyoxalbildung. 503 


C,H,(NO,)—NH.NH,, erhalten zu haben. Die durch die Gleichung 
CH, .CHOH.COOH = CH, .CO.COH + H,0 ausgedriickte H — OH -Ver- 
schiebung und -Abspaltung nehmen die Autoren auch im lebenden Or- 
ganismus an und fiigen hinzu, da8 dem Hydrazin analoge Substanzen 
mit der Gruppe — NH.NH, (!) im Arginin und Kreatin vorliigen und 
in vivo entsprechend tiatig seien. Dabei iibersehen die Autoren aber, da& 
Arginin und Kreatin keine Hydrazinabkémmlinge, sondern Guanidin- 
bzw. Methylguanidinderivate sind und die vdéllig anders wirkende 
Gruppe 
— NH —C—NH, — N(CH,) —C — NH, 

| bzw. 

NH NH 
aufweisen. 

SchlieBlich sei noch erwihnt, daB die von Dakin und Dudley' 
angegebenen Beziehungen der aktiven Milchsiure zum Methylglyoxal und 
zum Traubenzucker von mir schon vorher dargelegt sind, und zwar 
vollkommener, indem meine Formulierungen den optischen Verhilt- 
nissen*®) Rechnung tragen, was die amerikanischen Forscher auBer 
acht lassen. Neben den von mir friiher angefiihrten aktiven und in- 
aktiven Formen des Methylglyoxals (8 an Zahl) kann man auch noch 
die beiden folgenden in Betracht ziehen, die sich von einem in wisseriger 
Lésung kaum bestindigen Keten ableiten, nimlich 


CH,.C(OH):C(OH), und CH,.C : C(OH). 
Lod 


Man darf sich wohl vorstellen, daB bei den verschiedenen bio- 
logischen Vorgingen ungleiche Formen des Methylglyoxals in Reaktion 
treten. 


1) Journ. of Biolog. Chem., 1. c. S. 129. 

2) C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 484, 1913. In Ubereinstimmung 
mit den Befunden Embdens und der amerikanischen Autoren habe ich 
konstatiert, daB die absoluten Mengen von d- und I-Milchséure schwanken. 
Wiahrend zuerst d,l- und d-Siure gefunden wurde, habe ich spiter d, 1- 
und |-Saure, neuerdings aber wieder d, l- und d-Saure beobachtet. Eine 
Intervention von Bakterien, die P. A. Levene und G. M. Meyer (Journ. of 
Biolog. Chem. 14, 551, 1913) heranziehen wollen, ist héchst unwahr- 
scheinlich. Denn erstens ist der Zusatz der Antiseptica in meinen Organ- 
versuchen reichlich gewesen, d. h. nach Salkowskis viel benutzten An- 
gaben fiir die antiseptische Autolyse bemessen worden, zweitens ist eine 
aquivalente Abnahme des Methylglyoxals erwiesen, und drittens ist in den 
Experimenten mit Organausziigen und Hefemacerationssaft die bakterio- 
logische Kontrolle vorgenommen worden. Erinnern méchte ich an den 
Befund E. Salkowskis (Zeitschr. f. physiol. Chem. 63, 237, 1909), dab 
im Fleischsaft, also gleichfalls in Muskelextrakten, d, 1-Milchsiure vor- 
kommt, was auch auf eine Bildung von d- und 1-Milchséure nebenein- 
ander hinweisen kénnte. Neuberg. 
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